(199 DANMARK

12 FREMLAGGELSESSKRIFT

PATENTDIREKTORATET
TAASTRUP

C 07 K 15/06
C 07 K 17/02
G 01 N 33/76

(21) Patentansegning nr.: 1371/81 (51) Int.CL®
(22) Indleveringsdag: 26 mar 1981

(41) Alm. tilgeengelig: 01 okt 1981

(44) Fremlagt: 24 sep 1990

(86) International ansggning nr.: -

14 jan 1981 JP 4507/81

(30) Prioritet: 31 mar 1980 JP 42484/80 13 jun 1980 JP 80467/80

(71) Ansgger: *Takeda Chemical Industries Lid.; 27, Doshomachi 2-chome; Higashi-ku; Osaka, JP
(72) Opfinder; Susumu *lwasa; JP, Isamu *Yoshida; JP, Koichi *Kondo; JP

(74) Fuldmaegtig: Kontor for Industriel Eneret

(54) Fremgangsmade til isolering af specifikke antistoffer og enzym-immunbestemmelsesmetode med an-
vendelse af det isolerede antistof

; 1-10 aminosyrerester inklusive Asp i 1l0-stillingen i B-Alal—
' Tyiz—Leu3-Asp4—-Sers-Arg6-Arg7-A1aB-Gln9-Asplo, og R3 er
. Met eller Nle; og ved fremstilling af specifikt antistof
til insulin H-RA—Gly—Phe-Phe—RSOH (e}, hvor R4 er et peptid-
fragment med 1-3 aminosyrerester inklusive Arg i 3-stillin-
gen i Glyl-Gluz-Arga, og R5 er et peptidfragment med 1-5
aminosyrerester inklusive Tyr i l-stillingen i Tyrl-Thrz-
Pro3-Ly54-Thr5. ’
Det specifikke antistof kan bruges i en enzym-immun-

(56) Fremdragne publikationer ¢

7 . : bestemmelsesmetode, ved hvilken en kendt mengde af antistof-

(57) Sammendrag: ; fet i uoplgselig form og en kendt m@ngde enzymmateriale

i bringes i kontakt med en prgvevaske indeholdende en ukendt
mengde antigen, hvorpd den enzymatiske aktivitet af enzym—
materialet miles i vaeskefasen, eller at det reagerede en-
2zymmateriale males i den faste fase, hvorved antigenmzngden
i prevevasken bestemmes. Antistoffet i oplgselig form og
enzymmaterialet kan ogsd sattes til den antigenholdige prg-
vevaske for at bevirke en konkurrerende bindingsreaktion,
og derpd tilsattc en kendt mzngde af et andet antistof, som
er uoplgseligt i forhold til det fgrste, og derpd foretage
bestemmelsen. Metoden har hgj reproducerbarhed og er isar
egnet til bestemmelse af humant chorio-gonadotropin og pan-
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lse, fr ade til

Fremgangsmide til enzym-immunbes
fremstilling af specifikke antistoffer til brug i fremgangs-
maden og progvesat til brug ved fremgangsmiden

kreatisk glukagon.

Enzymmaterialet kan vare et frysetgrret prazparat frem-
stillet af et vandigt przparat indeholdende B-D-galaktosida-
se eller et konjugat heraf med et immunaktivt materiale samt
en sukkerart eller sukkeralkohol, fx H-Ser-Pro-Ser-Arg-leu-
Pro-Gly-Pro~Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH og sakkaro-

Fremstilling af et specifikt antistof ved at bringe et
pa en barer uoplgseliggjort, for dannelse af et til et pep-
tid-antigen specifikt antistof essentielt peptid i kontakt
veske indeholdende et over for antigenet reak-

med en 1
tivt antistof, og pafglgende eluering af et absorberede an- se.
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tistof. Eksempler pd essentielle peptider er, ved fremstil-
ling af specifikt antistof til humant chorjo-gonadotropin
H—Rl-Pro-Ser-Asp—Thr—Pro-I1e—Leu—Pro-Gln—0H (a), hvor Rl ex
et peptidfragment med 1-14 aminosyrerester inklusive Gly i
14-stillingen i Alal-Proz-Pr03-Pro4-5exs-LeuG-Pro7-Ser -
Prog—serl
cifikt antistof til pankreatisk glukagon, H-RZ-Phe—Val-Gln-

Trp“Leu-Ra—Asn-Thr-OH {b) , hvor Rz er et peptidfragment med

0-Argn-Leuu-Prola-Gly“; ved fremstilling af spe-

Enzymmaterialet kan ogsa vare et peptid-enzym-konjugat
fremstillet ved kobling af et markningsenzym, fx glykosida-
se, fosfatase, P-galatosidase eller alkalifosfatase, med et
peptid med foranstiende formel {a}.

Fig. 4 viser standardkurver for enzym-immunbestemmelse
af humant chorio-gonadotropin (o) og humant luteiniserings—
hormon (%), dels med et i princippet konventionelt anti-
humant chorio-gonadotropin-antistof (brudt linje), dels med

fdfts&ttes
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et specifikt anti-humant chorio-gonadotropin-antistof frem-
stillet i henhold til opfindelsen (fuldt optrukket kurve).
1 begge tilfazlde anvendtes et konjugat af humant chorio-
gonadotropin og et merkningsenzym. Kurvexne viser at det i
henhold til opfindelsen fremstillede specifikke antistof

er h¢if¢lsomt og i modsatning til det konventionelle anti~
stof ikke giver forveksling med luteiniseringshormon-anti-
stof.

1371-81
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmidde
til isolering af specifikke antistoffer, ifelge opfindel-
sen ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del angiv-
ne; og tillige en fremgangsmdde til enzym-immunbestemmelse
(i det folgende undertiden ogsd for korthedens skyld be-
tegnet EIA) under anvendelse af et antistof som reagens.
EIA-metoden er ejendommelig ved det i krav 6's kendetegnen-
de del angivne.

Biobestemmelse og immunbestemmelse er fremgangsmader
der for tiden anvendes til hgjfdlsomme kvantitative bestemmel-
ser af fysiologisk aktive peptider inklusive hormoner, men
biobestemmelse har de ulemper, at fremgangsmdden er kompliceret
og reproducerbarheden darlig. P4 den anden side har immunbe-
stemmelser som reprasenteret ved radioimmunbestemmelse (i det
fglgende undertiden for korthedens skyld benavnt RIA) og en-
zym-immunbestemmelse fordelene ved en mindre kompliceret
fremgangsmdde og overlegen kvantitativ ngjagtighed og repro-
ducerbarhed, men kan give varierende resultater alt efter
den anvendte type antistof, og kraver narmere prg¢gvelse af
specificiteten. Fx kan der vare problemer ved den kvantitati-
ve bestemmelse af humant <chorio-gonadotropin ( i det efter-
fglgende for korthedens skyld undertiden benavnt hCG) pa grund
af dets kryds-reaktivitet med luteiniseringshormonet (i det
fglgende undertiden betegnet hLH), og ved bestemmelse af pan-
creatisk glucagon (i-det fglgende ogsa betegnet PG) kan det
kryds-reaktivitet med tarmglucagon (i det fglgende undertiden
betegnet tarm-GLI) frembyde problemer.

I den senere tid har den kemiske analyse af disse pep-
tid-hormoner gjort et vasentligt skridt fremad, og der er nu
akkumuleret betydelig viden om de immunologisk specifikke
steder pd s&danne peptider sdvel som de dele deraf som de de-
ler med andre hormoner.

Pa basis af sidan viden er der blevet syntetiseret
forskellige peptidsegmenter ved kemiske fremgangsmader, og de
frembyder immunqlogisk specifikke steder pé& hormoner som skal
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bestemmes kvantitativt, dvs. dele som de ikke har tilfaelles
med andre hormoner, og det har vist sig at det er muligt at
fremstille et antistof med meget hgj specificitet til mal-
peptidantigenet ved absorption af det specifikke antistof med
et sidant specifikt peptidfragment (partielt peptid).

Humant chorio~gonadotropin er et proteohormon der dan-
nes af chorio-celler der dannes ved svangerskab og stimulerer
secerneringen af progesteron. Opdagelse af hCG har alminde-
ligt veret udnyttet til tidlig diagnose af svangerskab. Des-
uden er der for nylig opdaget en gruppe maligne tumorer af
hCG-oprindelse, navnlig et chorio-carcinom, og hCG er konsta-
teret i hgje titere i urin, blod og spinalvaeske hos tumor-
barende patienter. Det er sdledes blevet klart at den kvalita-
tive og kvantitative bestemmelse af dette hormon er betyd-
ningsfuldt for diagnosen s8vel som til fremskaffelse af et
billede af den kliniske tilstand af sddanne sygdomme. En s&dan
diagnose fordrer imidlertid at man er i stand til at opdage
en spormzngde af hCG, der er s& lille som ca. 100 IE/1, og
det problem der er involveret i en immunologisk kryds-reakti-
vitet af hCG med strukturelt analoge proteohormoner, dvs.
luteiniseringshormon, follicle-stimulerende hormon (hFSH) og
thyreoid-stimulerende hormon (hTSH) . Specielt gelder det at
eftersom hLH i hgj grad ligner hCG og koncentrationen af hLH
i fysiologisk urin undertiden kan vare s& hgj som 100-150
IE/1, m& hCG differentieres immunologisk fra hLH for at man
kan blive i stand til ngjagtigt at bedgmme de smd bitte mang-
der hCG i legemsvasker.

I den nyeste tid har den kemiske analyse af disse pro-
teohormoner taget yderligere et skridt fremad og det har nu
vist sig at kryds-reaktiviteten af disse hormoner stammer fra

' deres a-underenheder som strukturelt har temmelig meget til-

fzlles. Man har derfor gjort forsgg pd at adskille og rense
g-underenheden af hCG (i det fplgende ogsad forkortet til
hCG-B), som har en forholdsvis distinkt struktur, og pd at
fremstille et anti-hCG-B-antistof under udnyttelse af under-
enheden til specifik opdagelse af hCG. Adskillelse og rens-

ning af hCG-B indebarer imidlertid en kompliceret procedure,
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og det er meget vanskeligt at forhindre forurening med hCG
og dets a-underenhed (i det fglgende hCG-a). P4 grund af til-
stedevarelsen af disse urenheder bg den aminosyresekvens, der
er fzlles for hCG og hLH, overvinder anti-hCG-B-antistoffet
ikke fuldstendigt problemet med kryds-reaktivitet mellem hCG
og hLH. Desuden er affiniteten af dette anti~hCG-B-antistof
til hCG lavere end affiniteten af anti-hCG-antistof til hCG,
hvilket bevirker en nedsattelse af fglsomheden.

Den peptiddel, der befinder sig ved C-terminalen af
hCG-B og som bestdr af ca. 30 aminosyrerester, har imidlertid
en aminosyresekvens som ikke genfindes hos hLH, og det viste
sig at denne peptiddel muligggr en distinkt identifikation
af hCG over for hLH. P4 basis af denne strukturanalyse synte-
tiserede Matsuura et al et C-terminalt peptid af hCG-f, immu-
niserede kaniner med peptidet for at vinde et hCG-specifikt
antiserum og gennemfgrte en radioimmunbestemmelse (Endo-
crinology 104, side 396, 1979). Skgnt de opndede en tilfreds-
stillende grad af specificitet pa denne méde, viste det sig
at deres metodes fglsomhed ikke var si& h¢j som det kunne ¢n-
skes.

Under de forannavnte teknologiske omstandigheder blev
der foretaget en intensiv forskning for at udvikle et anti-
hCG-antistof som kunne vare i stand til at opdage hCG med for-
bedret specificitet og forgget fplsomhed. Under udarbejdelse
af opfindelsen blev dyr immuniseret med hCG, og man absorbe-
rede det resulterende anti-hCG-antistof pa en barer pa hvilken
der vaf immobiliseret et vist syntetisk C-terminalt peptid af
hCG-B til frembringelse af et anti-hCG-antistof, og det viste
sig at dette absorberede anti-hCG-antistof er specifikt til
hCG uden at udvise kryds-reaktivitet med hLH og andre proteo-
hormoner. Dette resultat fulgtes op ved yderligere undersggel-
ser som resulterede i det yderligere resultat at en enzym-im-
munbestemmelse under anvendelse af et enzym merket hCG-B C-
terminalt peptid er meget nyttigt for en specifik og hejfel-
som opdagelse af hCG.

Opfindelseh angdr felgelig:

1) En fremgangsmdde til isolering af specifikke anti-
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stoffer, hvilken fremgangsmide bestdr i at man bringer et
peptid, der har en struktur som er enestdende for et peptid-
antigen og som er uopleseliggjort pd en berer, i kontakt
med en legemsvaske som indeholder det specifikke antistof
der er reaktivt over for navnte antigen, hvorpa man eluerer
det pad denne mdde absorberede antistof.

II) En enzym-immunbestemmelsesmetode som indebzrer an-
vendelse af et antistof som reagens, hvilken metode bestar

i at man som antistof bruger et antistof isoleret ved at

et peptid, der har en struktur som er enestdende for et

peptid-antigen og som er uoplgseliggjort pa en barer, er

- bragt i kontakt med en legemsvaske indeholdende et anti-

stof som er reaktivt over for navnte antigen og det sdledes
absorberede antistof derefter er elueret.
Enzym-immunbestemmelse ifglge den foreliggende op-
findelse kan fx ske i praksis som felger:
(1) Tilsetning af en kendt mengde af et peptid-enzym-
konjugat og en kendt mengde af en uoploselig form af anti-
stof, som anfert foran, til en provevaeske indeholdende en
ukendt mengde antigen, hvorpd man mdler den enzymatiske akti-
vitet af peptid-enzym-konjugatet i vaskefasen eller af det
reagerede peptid-enzym-konjugat i den faste fase til bestem-
melse af mengden af antigen i prgvevasken (FEBS Letters 15,
side 232, 1971);
(2) Man satter en kendt mengde af et peptid-enzym-konju-
gat og en kendt mazngde af den opleselige form af antistof
til en antigeh-indeholdende provevaske for at bevirke en
konkurrerende bindingsreaktion, hvorpd man tilsztter en
kendt mzngde af et andet antistof som anfert foran, som
er uoplgseligt i forhold til det fgrste antistof (hvis £x
ahtistoffet,var blevet fremstillet ud fra kaninserum, sa an-
ti-kanin-immunoglobulin G (IgG) antistof) og pa samme made
som ovenfor under (1) maler den enzymatiske aktivitet i veske~-
fase eller fast fasé for at bestemme mangden af antigen i

prgvevaesken (FEBS Letters, se ovenfor) ;
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(3) Man sztter en kendt mengde af et peptid-enzym-kon-
jugat og en kendt mzngde af en opleselig form for anti-

stof til en antigenholdig prevevaske for at bevirke en kon-
kurrerende bindingsreaktion pd samme mdde som ovennavnte
bestemmelse (2), hvorpd man tilsztter en kendt mangde af

et antistof som anfert foran og, hvis det andet antistof

er et anti-dyr IgG-antistof, en kendt mengde normalt dyreserun
for at bevirke en udfzldningsreaktion og, péd samme mide som
bestemt ved metode (1) méler den enzymatiske aktivitet i vaske-
fasen eller den faste fase for at béstemme mengden af hCG i
prgvevasken (Clinica Chimica Acta 67, side 283, 1976).

Ved alle de ovennavnte bestemmelser er det mest for-
delagtigt at mdle aktiviteten i den faste fase fordi mdlin-
gen af enzymatisk aktivitet i veskefasen kan lide under in-
terferens fra urenheder i prgvevasken. Med hensyn til repro-
ducerbarhed og fglsomhed foretrazkkes "dobbeltantistof-prg-
verne", dvs. prgverne (2) og (3) foran, fordi disse bestem-
melser kun fordrer en ringe me&ngde antistof.

De peptid-antigener som skal bestemmes kvantitativt
i overensstemmelse med tilstedeverende EIA er de peptidhor-
moner, der forekommer i pattedyrlegemer og som omfatter hCG,
hLH, tyroidstimulerende hormon, follikel=-stimulerende hormon,
PG, insulin, vaksthormonet og andre hormoner. Som eksempler
pd s&danne pattedyr kan navnes menneske, hornkveg, hest, far,
kanin, rotte, marsvin, hund, svin og aber.

Den prgvevaske til hvilken EIA ifglge den foreliggende
opfindelse kan appliceres, kan vare en hvilken som helst af fx
legemsvaskerne urin, serum og spinalvaske; men i al-

mindelighed foretrzkkes urin og serum.
Det antistof som bruges i EIA til opdagelse af hCG

kan vare et hvilket som helst antistof som er reaktivt i for-

‘hold til det C-terminale peptid i hCG-B. Eksempler pd sadan-

ne antistoffer er det konventionelle anti—hCG-antistof,'det
specifikke anti-hCG-antistof som kan isoleres ved den ifslge
den foreliggende opfindelse udviklede fremgangsmade, det

anti-hCG-serum som kan vindes ved immunisering med hCG, det




10

15

20

25

30

35

DK 159276 B

6

“anti-hCG-p-serum som kan vindes ved immunisering med hCG-B,

det anti-C-terminale peptids serum som kan vindes ved immuni-
sering med det C-terminale peptid fra hCG-B og de y-globulin-
fraktioner som kan vindes fra disse antisera, idet de isole-

res ved den foreliggende fremgangsmide.

Ved isolering i overensstemmelse med den foreliggen-
de opfindelse af et antistof podes et dyr med det pégaldende
serlige peptid-antigen i dyrets legemsvaske. Dette dyr kan
vare en hvilken som helst dyreart undtagen menneske, sasom

varmblodede pattedyr sésom kanin, far, rotte, mus, marsvin,

hornkvag, hest, svin, ged, en fugleart som f£x hgns, duer,
@nder, ges, vagtler, eller koldblodede dyr som fx frger.

Podningen af s&danne dyr med et peptid-antigen kan
udfgres pa& den konventionelle made.

Derps opsamles legemsvasken indeholdende et sadant an-
tistof og det bringes i kontakt med et peptid der har en
speciel struktur som er enestdende for peptid-antigenet og
som ikke er falles med andre, lignende peptidhormoner. Som ek-
sempler pd sadanne peptider kan de felgende peptider navnes:

Ved isolering af et specifikt antistof mod hCG,
det peptid der har den almene formel

H—Rl—Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln—OH, I

hvor Rl er et peptidfragment med 1-14 aminosyrerester inklusive
Gly i l4-stillingen i Alal—Pro2-Pro3-Pro4—Ser5—Leu6—Pro7—Ser8-
Prog—Serlo-Argll—Leulz-Pro13?Glyl4;

ved isolering af et specifikt antistof mod PG, det

peptid der har den almene formel
H-R2-Phe—Val—Gln—Trp—Leu—R3-Asn—Thr—OH, IT

hvor R2 er et peptidfragment med 1-10 aminosyrerester inklusi-

ve Asp i lO-stillingeh i B—Alal—Tyr2-Leu3—Asp4—Ser5-ArgE-Arg7—

Alas—Glng—AsplO, og R3 er Met eller Nle (se europazisk patent-

publikation nr. 9147);
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og til isolering af et specifikt antistof mod insu-

lin, et peptid med den almene formel
4 5
H~R"~Gly-Phe~-Phe-R™-0H, IIT

hvor R4 er et peptidfragment med 1-3 aminosyrerester inklusi-
ve Arg i 3-stillingen i Glyl-Gluz-Arg3, og R5 er et peptid-
fragment med 1-5 aminosyrerester inklusive Tyr i l-stillingen
i Tyrl-Thrz—Pro3-Lys4-Thr5.

Som eksempel pd peptidfragmenterne med l 14 amlnosyre-
rester inklusive Gly i l4-stillingen i peptid R (dvs. Ala -

Proz-Pro3-Pro4--Ser5-Leu6-Pro7—Ser8—Pr09-Ser10 gll- eulz-

Prol3—Glyl4), der bruges ved isolering af et specifikt
antistof til hCG kan navnes Gly, Pro-Gly, Leu-Pro-Gly, Arg-
Leu-Pro-Gly, Ser-Arg-Leu-Pro-Gly, Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly,
Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly, Pro-Ser-Pro~-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly,
Leu-Pro-Ser-Pro—Ser-Arg—Leu-Pro—Gly, Ser-Leu-Pro-Sexr—-Pro-
Ser-Arg-Leu-Pro-Gly, Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-
Pro-Gly, Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly,
Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-~Ser-Arg-Leu-Pro-Gly og Ala-Pro-
Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly.

Som eksempler pé& peptidfragmentet med 1-10 aminosyrere

. 1 2
ster inklusive Asp i 10-stillingen 1 R2 (dvs. B-Ala"-Tyr -

LeuB—Asp4—Ser5-Ar§6—Arg7—A1a8-Gln9-Asplo), der anvendes ved
isolering af et specifikt antistof til PG, kan navnes

Asp, Gln-Asp, Ala-Gln-Asp, Arg-Ala-Gln-Asp, Arg-Arg-Ala-Gln-
Asp, Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp, Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp,
Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp, Tyr-Leu—Asp—Ser-Arg—Arg—Ala—
Gln-Asp o9 B-Ala—Tyr-Leu—Asp—Ser-Arg—Arg—Ala—Gln-Asp.

Som eksempler pa peptidfragmentet med 1-3 amlnosyrere-
ster inklusive Arg i l-stillingen af R4 (Gly -Glu? -Arg —),
der bruges ved isolering  af et specifikt antistof til in-
sulin kan navnes Arg, Glu-Arg og Gly-Glu-Arg. Hvad angar pep-
tidfragmentet med 1-5 aminosyrerester inklusive Tyr i l-stil-
lingen i R5 dvs. Tyrl—Thrz-Pro3 Lys4-Thr -, kan navnes Tyr,

Tyr-Thr, Tyr-Thr-Pro, Tyr-Thr-Pro-Lys 09 Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr.
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De forskellige peptider som bfuges i overensstemmelse
med den foreliggende opfindelse kan fremstilles pd i og for
sig kendt mdde. Selv om der kan bruges bade fastfastmetoder
og vaskefasemetoder til syntesen, er sidstnavnte metode ofte
den mest fordelagtige. Sadanne metoder til peptidsyntese om-
fatter dem der er beskrevet i litteraturen, fx Schrdéder og
Lubke; The Peptides, bind 1 (1966), Academic Press, New York,
USA, og Izumiya et al, "Peptide Gosei" (peptidsyntese) (1975),
Maruzen Inc., Japan, nemlig azidmetoden, kloridmetoden, syre-
anhydridmetoden, den blandede syreanhydridmetode, DCC-meto-
den, den aktive estermetode, Woodward's reagens K-metoden,
karbodiimidazolmetoden, reduktion-oxydations-metoden, DCC-
additiv-metoden (fx HONB, HOBt, HOSu) og sé& fremdeles.

Det baremateriale der bruges til isolering af det
specifikke antistof i overensstemmelse med den foreliggende
opfindelse omfatter bl.a. gelperler, fx agarosegel s&som
"Sepharose" 4B, "Sepharose" 6B, dextrangel sdsom
"Sephadex" ~ G75, "Sephadex" G100, "Sephadex" G200, poly-
akrylamidgel sdsom "Biogel" = P30, "Biogel" = P60, "Biogel"
P100; partikler af cellulose som fx "Avicel" fra Asahi
Kasei Inc. i Japan, ionbyttercellulose sdsom diztylaminoatyl-
cellulose og karboxymetylcellulose, fysiske adsorbenter sasom
glasperler, glasstave, aminoalkyl-glasperler, aminoalkyl-
glasstanger, silikonegummier, styrenharpikser, fx polystyren-
perler og polystyrenkorn, ionbytterharpikser sasom svagt sure
ionbytterharpikser sdsom "Amberlite" IRC-50, "Zeocarb"

226 og svagt _basigke ionbytterharpikser sdsom, "Amberlite"
IR-4B og "Dowex" 3.

Uoplgseligggrelse af peptidet fra en sédan bazrer kan
udfgres pd konventionel mdde. Blandt de kendte metoder til
fremstilling af uoplgseliggjorte peptider er dem der er beskre-
vet fx i "Metabolism" 8, 1971, side 696. Fx kan man bruge
cyanogenbromidmetoden, GLA-metoden og DCC-metoden. Den fore-
trukne metode bestdr ‘1 at aktivere bareren med cyanogenbro-
mid og s& koble peptidet til den aktiverede barer.

En legemsvaske indeholdende antistoffet bringes i kon-
takt med det peptid der har en struktur



10

15

20

25

30

35

DK 159276B

som er enestdende for peptid-antigenet som uoplgseliggjort
pd en barer pd fglgende midde. Sdledes kan legemsvasken fx ud-
fazldes fraktioneret, hvorpa man direkte eller efter isolati-
on af dets immunoglobulin G-fraktion ved sg¢jlekromatografi
bringer fraktionen i kontakt med ovennavnte uoplgseliggjorte
peptid. Den ovennavnte udsaltningsproces kan udfgres ved
hjzlp af natriumsulfat, ammoniumsulfat, magniumsulfat, kali-

umfosfat, natriumcitrat eller lignende salt. Den navnte s¢jle-
kromatografi udfgres ved hjalp af fx distylaminoatylcellulo-

se (DEAE~cellulose), karboxymetylcellulose (CM-cellulose),
DEAE-"Sephadex", "Sephadex" G 150, "Sephadex" G 200 og lig-
nende materialer.

Elueringen af det specifikt absorberede antistof ud-
fores ved hjelp af en pufferoplgsning med lav pH-verdi el-
ler hgj pH-vardi, eller med en pufferoplgsning indeholdende
en hgj koncentration af et salt. Ogsé andre eluanter kan bru-
ges.

En pufferoplgsning med lav pH-vardi kan fx vare en
0,17M glycin-saltsyrepuffer med pH 2,3, eller en 0,1M natri-
umcitrat-saltsyrepuffer med pH 1,8.

En pufferoplgsning med hgj pH-vardi kan fx vere am-
moniakvand ved pH 11 eller 0,2M natriumboratpuffer med pH
11,7.

En pufferoplgsning indeholdende h¢j koncentration af
et salt kan vare fx 6M guanidinwhydroklofidopl¢sning eller
en 7M urinstofoplgsning.

Den ovennavnte elueringsprocedure kan udfgres porti-
onsvis eller ved hjzlp af en kolonne.

Det antistofholdige eluat. renses, fx ved dialyse. Fx
kan eluatet fgrst neutraliseres, f£x med 0,1M natriumkarbonat-
puffer (pH 10,5) hvis det har varet brugt en pufferoplgsning
med lav pH-vardi som elueringsmiddel, eller med 0,1M glycin-
saltsyrepuffer (pH 3,0) hvis der som elueringsmiddel har va-
ret brugt en pufferoplgsning med hg¢j pH-verdi, hvorpa der
dialyseres mod fx 0,02M fosfat-NaCl (pH 8,0) indeholdende
0,1% NaN3
og indeholdende en hgj koncentration af NaCl kan dialyseres

. Det eluat der vindes med navnte pufferoplgsning
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direkte mod ovennavnte fosfat-NaCl-puffer og oplagres som sa-
dan. Desuden kan ovennavnte eluat eller dialysat frysetgrres
og oplagres som et lyofilisat.

Det specifikke antistof der isoleres ved fremgangs-
maden ifglge den foreliggende opfindelse kan bruges ved RIA,
EIA, latex—- og erythrocytagglutinationsreaktioner og lignen-
de reaktioner, og tillader ved alle disse procedurer en spe-
cifik opdagelse af target-peptidantigenet uden interferering
af krydsreaktive "inhiberende" peptidforbindelser der samtidig
er til stede i prgvevasken. Specielt tillader anvendelse af
det ifglge opfindelsen isolerede antistof pad EIA bestemmel-
ser i kliniske laboratorier som ikke er tilstrakkeligt udsty-
ret til héndtering af radioaktive isotoper, og den er ogsa
verdifuld ved at sikre en praktisk gennemfgrlig, hgjfglsom
bedgpmmelse af peptid—-antigener i urinprgver og blodprgver.

Mere konkret kan man bringe en anti-hCG-antistofhol-
dig legemsvaske, vundet ved immunisering af et dyr med hCG,
navnlig dyrets serum, i kontakt med det uoplgseliggjorte pep-
tid med den almene formel I pd bareren. I dette trin under-
kastes legemsvasken en udsaltningsudfzldning med f£x natrium-
sulfat eller ammoniumsulfat, og enten direkte eller efter
fraskillelse af IgG-fraktionen med s@jlekromatografi med
DEAE-cellulose eller en lignende substans bringes det oven-
nevnte uoplgseliggjorte peptid i kontakt med navnte veske
eller fraktion for selektivt ‘at absorbere det specifikke
anti-hCG-antistof pa& den faste fase. Pa denne made kan man

eliminere anti-hCG-antistoffer, der udviser krydsreaktivitet

med hLH, hFSH og hTSH. Derefter elueres det specifikke anti-
hCG-antistof som er absorberet pa den faste fase. Denne elue-
ring udfgres med en pufferoplgsning med lav pH-vardi eller
h¢j pH-verdi (fx 0,17M glycin-HCl puffer med pH 2,3; eller
ammoniakvand med pH 11) eller en pufferoplgsning indeholden-
de en hgj koncentration af et salt (fx 6M guanidin-saltsyre-
oplgsning eller ™ urinstofopl¢sning), hvorved den specifik-
ke antistoffraktion fraskilles. Selv om denne procedure kan
udfgres ved en portionsvis metode, foretrzkkes det at bruge

en kolonne.
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Nir der bruges et konjugat af et peptid (I): H-Ala-
Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro~Ser~Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-Pro-Ser-
Asp-Thr-Pro~Ile-Leu-Pro-Gln-OH og.“Sepharose“ 4B ved frem-
stilling af det specifikke antistof, kan der udvindes et i
h@j grad specifikt anti-hCG-antistof i godt udbytte.

De fysiske egenskaber af dette antistof er som fglger.
(1) Ved en sluttelig fortynding p& 10-200 ng/ml er det i
stand til at binde 10-100% af et hCG-merkningsenzymkonjugat,
et peptid (I)-merkningsenzymkonjugat, et peptid (IT)-mark-~
ningsenzymkonjugat og et peptid (III)=-m@rkningsenzymkonjugat,
hvis enzymatiske aktivitet er ca. 2 uE; (2) dets optimale
pH for antigen-bindingsaktivitet er pH 6-9; (3) det er sta-
bilt i mere end 1 &r under kgleskabsbetingelser; (4) det har
en molekylvegt mellem ca. 140000 og 170000 og indeholder ca.
2-7% sukker; (5) det er letoplgseligt i vandigt medium ved
pH 2-12; (6) dets elektroforetiske opfgrsel er af type som
den hos y-globulinfraktionen; (7) det har ultraviolet absorp-
tionsspektrum som vist i fig. 1; (8) dets aminosyresammensat-
ning, udtrykt ved antallet af mol af hver aminosyre pr. 100
mol glycin, er: lysin 85-97, histidin 35-43, arginin 38-45,
asparaginsyre 110-132, threonin 98-107, serin 118-135, glu-
taminsyre 138-145, prolin 92-134, glycin 100, alanin 73-79,
valin 129-138, methionin 2-10, isoleucin 28-37, leucin 100~
112, tyrosin 38-48 og fenylalanin 55-68; (9) dets molekyle
er sammensat to H-kader og to L-kader sammenkoblet med S-S-
bindinger. Peptiderne (II) og (III) fremstilles ifslge om-
stdende referenceeksempler 2 og 3.

Det sdledes vundne specifikke antistof er efter isolering nyttigt
som reagens i den ovenfor nzvnte EIA. I sammenligning med de kon-
ventionelle fremgangsmdder til opdagelse af peptid-antigen,
giver enzym-immunbestemmelsen ifglge den foreliggende opfin-
delse meget specifikke resultater og er meget nyttig i kraft
af at den er fri for interferens fra ledsagestoffer i prgve-
vaskerne. Fglsomheden er hgj nok til at ggre fremgangsmaden
anvendelig til tidlig diagnose og til prognostisk behandling af
chorion-tumorer - " og andre sygdomme. Sdledes er EIA i over-

ensstemmelse med den foreliggende opfindelse praktiserbar
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selv i et klinisk laboratorium hvor der ikke let kan anven-
des radioaktive isotoper, og den tillader en praktisk og spe-
cifik bedgmmelse af koncentrationen af det ¢gnskede peptid-
antigen i prgvevasken.

Det andet antistof der bruges i EIA ifglge den forelig-
gende opfindelse kan fremstilles ved gentagne injektioner af
IgG fra et dyr af den art, der bruges ved fremstilling af an-
tistof (fx kaniﬁ), i et dyr af en anden art, fx ged. Immuni-
seringsprocessen kan vare en hvilken som helst af dem der ru-
tinem®ssigt bruges til fremstilling af antistoffer. Som eksem~
pel kan der indgives ca. 2 mg pr. dosis IgG, sammen med
Freund's fuldstendige adjuvans, subkutant med mellemrum pa
3 uger, ialt ca. 4 gange. Denne fremgangsmade giver et til-
fredsstillende antistof. Man kan ogsd bruge det i handelen
gdende anti~kanin IgG-serum (ged) fra Miles Laboratories,
USA. '

Det andet uoplgselige antistof fremstilles ved fald-
ning af ovennavnte anti-IgG-serum med natriumsulfat eller
ammoniumsulfat, fraskillelse af IgG-fraktionen ved DEAE-
cellulose~-sgjlekromatografi og kobling deraf til en fast
fase sésom(ﬁyanogenbromid—aktiveret cellulose eller
"Sephadex" (FEBS Letters 15, 1971, side 232). Den ovennavn-
te antiserum IgG-fraktion kan imidlertid ogsé& bringes i kon-
takt med en silikonegummi eller polystyrenperler for fysisk
at adsorbere det andet antistof pd den faste fase (Kagaku-
to-Seibutsu (Kemi og Biologi) 14 (1976), side 741).

Ved den féreliggende EIA bruges et peptid-merknings-
enzym-konjugat som et af reagenserne.

Peptidet i peptidmerknings-enzymkonjugatet kan vare
selve peptid-antigenet som s8dant, men for at opnd en endnu
hgjere selektivitet bruges der et peptidmzrknings-enzymkonju-
gat indeholdende et peptid som
har en struktur der er enestdende for navnte peptid-anti-
gen. Til kvantitativ bestemmelse af fx hCG foretrakkes det
at bruge et peptid-enzym-konjugat som kan vindes ved en kob-
ling af et merkningsenzym til et peptid med den almene formel
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H-Rl-Pro—Ser—Asp—Thr—Pro-I1e—Leu—Pro—Gln—0H I

hvor Rl har den foran angivne betydning.
Til mdling af PG foretrakkes det at bruge et peptid-
enzym-konjugat som kan vindes ved kobling af et merkningsen-

zym til et peptid med den almene formel
H-R2-Phe-Val—Gln-Trp—Leu-R3-Asn-Thr—OH I

hvor R2 og R3 har de foran angivne betydninger.

N&r det stof der skal mdles er insulin, foretrazkkes
det at bruge et peptid-enzymkonjugat som kan vindes ved kob-
ling af et merkningsenzym til et peptid med den almene for-

mel

H-R4-Gly—Phe-Phe-R5-OH
hvor R4 og R5 har de foran angivne betydninger.

Merkningsenzymet er hensigtsmessigt et enzym som er
stabilt og har hgj specifik aktivitet. Som eksempel herpa
kan navnes (1) karbohydraser sasom glykosidaser (fx B-galak-
tosidase, PB-glukosidase, P-glukuronidase, P-fruktosidase, a-
galaktosidase, a-glukosidase, a-mannosidase), amylase;, fx
a—-amylase, P-amylase, isoamylase, glukoamylase, Taka-amylase

A), cellulaser og lysozym; (2) amidaser (fx urease, aspara-

~ginase); (3) esteraser (fx cholinesteraser s&som acetylcholin-

esterase, fosfataser sdsom alkalisk fosfatase), sulfataser
og lipaser); (4) nukleaser sdsom desoxyribonuklease, ribo-
nuklease; (5) jern-prophyrin-enzymer sasom catalase, peroxy-
dase, cytokrom~oxydase; (6) kobberenzymer sasom tyrosinase,
askorbinsyreoxydase; og (7) dehydrogenaser sasom alkohol-
dehydrogenase, @blesyredehydrogenase, mazlkesyredehydrogenase,
isocitronsyredehydrogenase.

Ved fremstilling af et peptid-mzrkningsenzym-konju-
gat til brug i den foreliggende EIA kan man bruge de substi-
tuerbare grupper sasom amino-, karboxyl-, hydroxy- og sulf-
hydrylgrupper der er til stede i peptidernes aminosyreenhe-
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der samt maerkningsenzymer. Disse substituenter, som forekom-
mer i peptiderne og markningsenzymerne, aktiveres ved behand-
ling med £fx kondensationsmidler og binder sig til de
reaktive substituerbare grupper i det andet materiale til
dannelse af tverbindinger.

Koblingsreaktionen af et peptid med et m@rkningsenzym

kan udfgres i nervarelse af et hvilket som helst kondensati-
onsmiddel der-vides at vare nyttigt til kobling af peptider
med enzymer. Fx kan der bruges (1) vandoplgselige karbodiimid-
reagenser s&som ECDI og CMCT, der er i stand til at bevirke
en dehydrativ kondensation af den reaktive aminogruppe enten

i peptidet eller i enzymet med den reaktive karboxylgruppe

pd det andet materiale i et vandigt oplgsningsmiddel; (2)
maleimido-N-hydroxysuccinimid-estere sdsom m-MBHS og p-MCHS,
der inducerer en reaktion af peptidets reaktive aminogruppe
med den aktive N-hydroxysuccinimidester til dannelse af et
maleimid, og derefter inducere en reaktion med enzymets sulf-
hydrylgruppe; og (3) dialdehydreagenser s&som succindialde-
hyd og GLA som inducerer en binding af den reaktive aminogrup-
pe p& enten peptidet eller enzymet med den reaktive aminogrup-
pe i det andet af disse to materialer.

Koblingsreaktionen kan udfgres i vandigt opldsnings~
middel, der kan udvalges blandt de oplgsningsmidler der vides
at vere nyttige til peptid-enzym-kondensation. Eksempler her-
pd er fosfatpuffer mellem pH 6 og 8 og boratpuffer mellem
PH 7 og 9.

Reaktionstiden for denne peptid-enzym-kobling er nor-
malt 30 minutter til 20 timer, men i betragtning af enzymer-
nes stabilitet er en kort varighed pé& 30 minutter til 3 timer
gnskelig. N&r koblingsreaktionen imidlertid udfgres ved lav
temperatur kan reaktionstiden uden risiko vare sa lang som
2-4 dggn. I almindelighed er reaktionstemperaturen fra ca.

4 til ca. 50°C og fortrinsvis omkring 15 til 30°Cc.

Efter denne ovennavnte koblingsreaktion renses det
resulterende peptid-enzym-konjugat og isoleres ved s¢jlekro-
matografi under anvendelse af et gelmedium sdsom "Sephadex"
Gl00 eller G200, eller "Sepharose" 6B eller 4B.
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B-Galaktosidase, forkortet B-Gal, et enzym der hy-
drolyserer laktose til galaktose og bruges mod en sygdom
fremkaldt af laktase-deficiens og som merkningsenzym i EIA,
kan til brug i EIA ifelge opfindelsen vare af en hvilken som helst op-
rindelse, men det foretrzkkes i almindelighed at bruge et
B-Gal stammende fra Escherichia coli, et B-Gal der er let
tilgengeligt og har hgj specifik aktivitet over for synteti-
ske substrater sdsom o-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid og
4-metylumbelliferyl-p-D-galaktopyranosid.

B~Gal kan bruges i isoleret tilstand eller i en form
konjugeret med et immunaktivt materiale. Det immunaktive ma-
teriale kan fx vare et antigen, antistof eller haptener sa-
som lagemidler. Som eksempler pé antigener kan navnes hor-
moner (fx pancreatisk glukagon (PG), dets fragmentpeptider,
sdsom peptider med formel III, insulin, dets fragmentpepti-
der sdsom peptider med formel II, parathyroidhormon, calci-
tonin, adrenocorticoid-hormoner, vaksthormonet, humant
chorio-gonadotropin (hCG) og dets fragmentpeptider sdsom

peptider med formel I, luteini-
seringshormonet, eller det thyroide-stimulerende hormon) ;

proteiner sdsom IgG, immunoglobulin A (IgA), immunoglobulin
M (IgM), immunoglobulin E (IgE), a-fetoprotein-carcinoembry-
onisk antigen; virusantigener sésom rubella virus HA-antigen
og sendai virus HA-antigen. Som eksempler pa antistoffer

kan navnes de antistoffer (anti~PG-antistof, anti-hCG-anti-
stof, anti-IgG-antistof, anti-IgM-antistof og anti-IgE-anti-
stof) der kan vindes ved immunisering af pattedyr sdsom ka-
nin, rotte, marsvin, fdr, ged eller lignende, eller en fug-
leart sdsom hgne, and eller gés, med haptener, som er nzvnt
nedenfor, i overensstemmelse med velkendt procedure.

Som  haptener kan der navnes steroider, vitaminer, cata-
cholaminer, antibiotika og andre legemidler sasom penicil-

liner, cephalosporiner og P-adrenerge lazgemidler.
Konjugeringen af PB-Gal med et immunaktivt materiale

kan ske ved covalent binding. Konjugeringen af disse komponen-
ter kan fx udfgres ved den fremgangsmade der er beskrevet i
Clinica Acta 81, 1 (1977); eller en metode som bestdr i tvar-

binding af sulfhydrylgruppen i P-Gal med aminogruppen i et
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immunaktivt materiale ved hjelp af m;maleimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimid; en fremgangsmidde som bestdr i tverbinding
af sulfhydrylgruppen i B-Gal med sulfhydrylgruppen i et im-
munaktivt materiale ved hjalp af 0,0-fenylen-dimaleimid; en
fremgangsmdde som bestdr i tvarbinding af aminogruppen i B-
Gal med aminogruppen i et immunaktivt materiale ved hj=lp

af glutaraldehyd; og en fremgangsmade som bestadr i kondensa-
tion af aminogruppen eller karboxylgruppen i B-Gal med karbo-
xylgruppen eller aminogruppen i et immunaktivt materiale ved
hjzlp af karbodiimid.

Som eksempler p& sukker der anvendes ved udgvelse af
den foreliggende opfindelse kan n&vnes pentoser sdsom arabi-
nose, xylose og ribose; hexoser som fx glukose, fruktose,
mannose, galaktose og rhamnose; disakkarider sdsom maltose,
cellobiose, trehalose, gentiobiose, laktose og sakkarose og
trisakkaroser som fx raffinose og maltotriose. Som eksempler
pa anvendelige sukkeralkoholer skal navnes monosakkarider med
5 kulstofatomer sdsom xylitol og monosakkarider med 6 kulstof-
atomer som £x sorbitol, mannitol og inositol. Sarlig foretrak-
kes arabinose, mannitol, inositol, sakkarose og raffinose og
i sarlig grad sakkarose. De ovennavnte sukkere og sukkeralko-
holer kan bruges i form af blandinger.

De B-Gal-holdige vandige praparater
kan desuden indeholde albumin foruden navnte sukker og/eller
sukkeralkohol og kan ydermere indeholde magnium- ellexr/og
kalciumion-donorer eller prazkursorer. Nar man lader den eller
disse yderligere komponenter vere til stede i-praparatet, bi-
drager man til at forhindre nedsazttelse af enzymatisk aktivi-
tet under lyofiliseringen, og i tilfzlde af et konjugat af
B-Gal og et immunaktivt materiale forhindrer man nedgang i
den immunologiske aktivitet, hvortil kommer den virkning at
man bidrager til forbedret facon af lyofilisatet. Som eksem-
pler p& ovennavnte albumin kan navnes sadanne serumalbuminer
som humanserumalbumin, hesteserumalbumin, okseserumalbumin
og fareserumalbumin, men okseserumalbumin foretrazkkes. De
ovennavnte magnium- og/eller kalciumiondonorer eller -prakur-
sorer kan vare alle mulige forbindelser med evne til at fri-

give magniumioner og/eller kalciumioner, men magniumsalte og
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kalciumsalte kan normalt anvendes. Det foretrakkes at bruge
magniumklorid og kalciumklorid.

I vandige praparater er indholdet
af p-Gal en mzngde svarende til 10 pg til 1 mg (eller 0,3
mikroenheder til 30 millienheder) pr. ml praparat, og for-
trinsvis 100 pg til 10 pg (eller 3 mikroenheder til 0,3
millienheder), regnet pa samme basis. Indholdet af sukker el-
ler sukkeralkohol er sadvanligvis &kvivalent med en koncen-
tration péd 0,01-20% v/r (vagt/rumfang, dvs. med et forhold
mellem enheder af fast stof og vaske som mellem g og ml) i
det vandige praparat og fortrinsvis 0,2-5% v/r pa samme basis.
Indholdet af albumin svarer i almindelighed til en koncentra-
tion pa 0,01-5% v/r og fortrinsvis 0,1-1% v/r i det vandige
praparat. Koncentrationen af navnte magnium- eller/og kalcium-
iondonorer i det vandige praparat er 0,0001-0,1 M/1 og for-
trinsvis 0,0001-0,01 M/1.

Ved fremstilling af det vandige praparat er rakkefgl-
gen af tilsatningen af komponenterne ikke kritisk.

Det frysetgrrede materiale fremstil-
les ved lyofilisering af ovennavnte vandige preparat ved om-
kring -30°% til -SOOC, hvorefter man fjerner isen ved sublime-
ring under nedsat tryk ved en temperatur pa omkring 10-20°¢ pa
konventionel made. Efter denne frysetgrringsproces sker der
fortrinsvis hermetisk tillukning under nitrogengas eller vakuum
for at forhindre gdelaggelse og nedbrydning pd grund af sadan-
ne mikroorganismer som svampe og bakterier., Nitrogengas-luknin-
gen udfgres i almindelighed ved at man skyller lyofilisatet i
tilstrakkelig grad med gasformig nitrogen og lukker hermetisk
under nitrogenatmosfare. Vakuumlukningen sker i almindelighed
ved at man indelukker lyofilisatet hermetisk under nedsat tryk,
fx 10-0,01 mm Hg.

Det resulterende frysetgrrede materiale, vundet ved fry-
setgrring af det vandige praparat indeholdende B-Gal og en
sukker eller en sukkeralkohol er meget nyttigt som prgverea-
gens fordi den enzymatiske aktivitet af pf-Gal i det vasentlige
er bevaret intakt. Det er nyttigt som diagnostisk middel,



10

15

20

25

30

35

DK 159276 B

18

og er p& grund af dets forholdsvis lave pris og heje spe-
cifikke aktivitet vardifuldt som reagens for EIA.

Ved bestemmelse af hCG ved immunbestemmelsesmetoden
ifglge den foreliggende opfindelse, anvender man fortrinsvis
et humant chorio-gonadotropin-EIA-prgvesat indeholdende neden-
stdende materialer.

Prgvesattet under anvendelse af det andet uoplgselige
antistof indeholder:

1) Den del af et antihumant gonadotropin-antistof,
isoleret ved fremgangsmiden ifslge opfindelsen, som binder
en given mengde, fortrinsvis 5-100%, af peptid-enzym-kon-
jugatet og sat til reaktionssystemet;

2) en given mangde, fortrinsvis en portion med en enzy-
matisk aktivitet p& 0,1-500 pE, af det eventuelt frysetor-
rede peptid-enzym-konjugat;

3) fra 0-500 IE standard humant chorio-gonadotropin;

4) en pufferoplgsning, fortrinsvis en fosfatpuffer med
pH 6-9, der bruges til fortynding af ovennavnte reagenser 1)
til 3) og den til bestemmelse varende prgvevaske;

5) en given mangde, tilstrakkelig til at binde hele meng-
den af det fgrste antistof 1), af et uoplgseligt anti-dyr
IgG-barerkonjugat (idet bazreren kan vare en af dem der er
navnt foran);

6) en given mangde, fortrinsvis 1-100 ug, substrat;

7) en pufferoplgsning, fortrinsvis en fosfatpuffer eller
karbonatpuffer, der bruges til vask af det andet antistof-
barer-konjugat 5) og oplgsning af substratet 6),

8) en pufferoplgsning, fortrinsvis en karbonatpuffer el-
ler en tynd vandig oplgsning af natriumhydroxyd, der bruges
til afslutning af den enzymatiske reaktion.

Dette preovesat bruges fortrinsvis p& folgende made:



10

15

20

25

30

35

DK 159276 B

19

Til 10-300 pl reagens 1) sattes der 100-500 ul rea-
gens 4) og 5-100 ﬁl af en standard humant chorio-gonadotro-
pin eller prgvevasken, efterfulgt af tilsatning af 10-300 pl
reagens 2). Blandingen far lov til at reagere ved 0-40%% i
1-72 timer. Derefter, med tilsatning af en given mengde rea-
gens 5), omrgres systemet godt og reagerer yderligere ved
0-40°C i 0,5-24 timer. Efter denne reaktion vaskes det andet
antistof-barer-konjugat med reagens 7) og derefter tilsattes
der 10-1000 pl reagens 6) for at igangsatte en enzymatisk re-
aktion. Reaktionen gennemfgres ved 20-40°C i 0,5-24 timer,
og ved afslutningen af denne periode bringes reaktionen til
afslutning ved tilsatning af 1-5 ml reagens 8). Absorbensen
eller fluorescensintensiteten af reaktionssystemet méles for
at bedgmme koncentrationen af humant chorio-gonadotropin i
prgvevasken.

I sammenligning med de konventionelle metoder til frem-
stilling af et specifikt anti-hCG-antistof indebarer fremgangs-
maden ifglge den foreliggende opfindelse ikke nogen komplice-
ret procedure til fremstilling af immunogenet, men giver et
hgjfplsomt og specifikt antistof pa bekvem made.

Desuden giver i sammenligning med de konventionelle me-
toder til opdagelse af hCG enzym-immunbestemmelse ifglge den
foreliggende opfindelse meget specifikke resultater og er me-
get praktisk i den henseende at den er fri for interferens
fra ledsagende hLH, hFSH og hTSH i prgvevaskerne. Metodens f@l-
somhed er hgj nok til at ggre den anvendelig til tidlig diag-
nose og til prognostisk behandling af chorio-carcinomer og
andre sygdomme. EIA i overensstemmelse med den foreliggende
opfindelse er séledes praktiserbar selv i et klinisk labora-
torium hvor man ikke let kan udnytte radioaktive isotoper
(i det fglgende for korthedens skyld betegnet RI), og den fo-
religgende fremgangsmide tillader ogsa bekvem og specifik be-
stemmelse af serum~hCG-titere. I modsatning til RI-markede
peptider, der uundgdeligt har halveringstider, er det beskrev-
ne peptid-enzym-konjugat stabilt og kan let fremstilles,
hvorfor det kan anvendes med held pd et stort antal prever

og giver resultater med hej grad af reproducerbarhed.
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I nervarende beskrivelse er férkortelser, der bruges
om aminosyrer, peptider, beskyttelsesgrupper, aktive grupper
etc. enten de forkortelser der er angivet af IUPAC-IUB
Commission on Biological Nomenclature, eller de forkortelser
der almindeligt anvendes pa dette tekniske omrdde. I det fgl-
gende anfgres en partiel liste over de anvendte forkortelser.
Det vil forstds at ndr der for aminosyrers o9 andre forbindel-
sers vedkommehde eksisterer optiske isomerer, s& menes der

L-formen med mindre andet er angivet.

Ala: alanin
Pro: prolin
Ser: serin
Leu: leucin
Arg: arginin
Gly: glycin
Asp: asparaginsyre
Thr: threonin
Ile: isoleucin
Gln: glutamin
Glu: glutaminsyre
Tyr: tyrosin
Met: methionin
Nle: norleucin
Phe: fenylalanin
Val: valin
Trp: tryptofan
Asn: asparagin
Lys: lysin
His: histidin
: benzyloxykarbonyl
OBut: t-butylester
HONB: N-hydroxy-5-norbornen-2,3-dikarboximid
ONB: N—hydroxy—S-norbornen—Z,3-dikarboximidester
DMF : N,N'-dimetylformamid
DCC: N,N'—dicyklohexylkarbodiimid
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DMSO: dimetylsulfoxyd
THEF : tetrahydrofuran
HOBt: 1-hydroxybenzotriazol
osu: N-hydroxysuccinimidester
ECDI: 1-2tyl-3-(3-dimetylaminopropyl) -karbodiimid
CMCT: 1-cyklohexyl-3-(2-morfolinoatyl)-karbodiimid-
metho-p-toluensulfonat
GLA: : giufaraldehyd
m-MBHS: , meta-maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester
p-MCHS: parafﬁaleimidometylcyklohexan—l-karboxyl-N—

hydroxysuccinimidester

Nogle eksempler og referenceeksempler tjener til nar-

. mere belysning af opfindelsen.

I de anfgrte referenceeksempler udfgrtes tyndlagskro-
matografi ved hijzlp af en silikagelplade 60F254 fra "Merck"

og fglgende elueringsmidler:

RET: kloroform/metanol 95:5

Rf2: kloroforﬁ/metanol/eddikesyre 9:1:0,5

Rf3: atylacetat/pyridin/eddikesyre/vand 60:20:6:10
Rf4: n-butanol/pyridin/eddikesyre/vand 30:20:6:24

Rf5: atylacetat/n-butanol/eddikesyre/vand 1:1:1:1

Rf6: n-butanol/eddikesyre/vand 12:3:5

Referenceeksempel 1

H~-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-
Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH (i det fglgende
benazvnt peptid I; det C-terminale fragmentpeptid af hCG-8
(123-145)) o
a)'Z’—P’ro—Gln’--OB‘ut

12,5 g 2-Gln-0Bu® oplgses i 500 ml metanol og der ud-
fgres katalytisk reduktion med palladium sort som katalysator.
Katalysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres
cg remanensen oplgses i 300 ml ztylacetat. Til denne oplgs=-
ning sattes der 200 ml af en oplgsning i ®tylacetat af Z-Pro-
ONB (fremstillet ud fra 9,7 g Z-Pro-OH, 8,4 g HONB og 8,8 g
DCC), og blandingen omrgres i 5 timer. Reaktionsblandingen
vaskes med 0,2N HC1l, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbonat og
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vand i n®vnte rakkefglge, hvorefter dér tgrres over vandfrit
natriumsulfat. Etylacetatet afdestilleres derefter og rema-
nensen krystalliseres ved tilsatning af petroleumsater og
en ringe mazngde diatylater og omkrystalliseres yderligere
fra samme oplgsningsmiddelsystem.

Udbytte 13,1 g (81,58), smp. 86-88°C, [al2® = -64,8°
(¢ = 0,5 i metanol), RE- 0,42, REZ 0,73.
Beregnet for 022H3106N3: ¢ 60,95 H 7,21 N 9,69
Fundet: C 61,04 H 7,20 N 9,49%.
b) Z-Leu-Pro--Gln—OBut

I 500 ml metanol oplgses der 13 gi’Z—Pro-Gln—OBut og
der udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med
anvendelse af palladium sort som katalysator. Katalysatoren
frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres og remanensen op-
lgses i 300 ml atylacetat. Til denne oplgsning sattes der en
atylacetatoplgsning af Z-Leu-ONB (fremstillet ud fra 7,9 g
7-Leu-OH, 6,5 g HONB og 6,8 g DCC), og blandingen omrgres i
5 timer. Reaktionsblandingen vaskes med 0,2N HC1l, 4%s vandigt
natriumhydrogenkarbonat og vand i nezvnte rakkefglge, hvoref-
ter der tgrres over vandfrit natriumsulfat og oplgsningsmidlet
afdestilleres. Remanensen behandles med petroleumsater og

det resulterende pulver opsamles ved filtrering.
vdbytte 10,6 g (66,2%),smp. 74-77°C, (123 = -81,4°
(¢ = 0,6 i metanol), RE- = 0,38, REZ = 0,66.
Beregnet for C28H4207N4: Cc 61,52 H 7,74 N 10,25
Fundet: - Cc 61,61 H 7,94 N 9,92%.

c) Z—I‘le—Le‘u—P’ro—G’l‘n‘—OB‘ut

Der oplgses 10,6 g Z—Leu—Pro—Gln-OBut i 500 ml metanol,
og der udfgres katalytisk reduktion med palladium sort som ka-
talysator. Metanolen afdestilleres og remanensen oplgses i
300 ml ®tylacetat. Til denne oplgsning settes der 200 ml af
en oplgsning af 7-I1le~-ONB (fremstillet ud fra 5,1 g Z-Ile-OH,
4,2 g HONB og 4,4 g DCC) i @tylacetat/dioxan 1:1, og blandin-
gen omr¢res i 16 timer. Oplgsningsmidlet fjernes fra reaktions-

blandingen ved destillation og remanensen oplgses i 400 ml

atylacetat. Reaktionsblandingen vaskes med 0,2N HCl, 4%s van-
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digt natriumhydrogenkarbonat og vand i navnte rakkefglge,
efterfulgt af tgrring over vandfrit natriumsulfat. Oplgs-
ningsmidlet afdestilleres, remanensen behandles med petrole-
umsater og det resulterende pulver opsamles ved filtrering.
Udbytte 12,1 g (94,5%), smp. 78-80°C (sgnderdeling),
(0123 = -87,0° (c = 0,42 i metanol), RE' = 0,23, RE = 0,67.
Beregnet for C34H5308N5: C 61,89 H 8,10 N 10,62
Fundet: C 62,35 H 8,31 N 10,16%.
d) Z—Pro—Ile—Leu-—P‘ro-G’ln-—OBut
12 g Z—Ile--Leu-Pro-Gln—OBut oplgses i 500 ml metanol
og der udfgres katalytisk reduktion i hydrogengasstrgm med
palladium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres
og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses i 100 ml
DMF, der tilsattes 4,7 g Z-Pro-OH og 3,0 g HOBt, blandingen
afkgles til 0°c og der tilsattes yderligere 4,3 g DCC. Blan-
dingen omrgres ved 0°C i 4 timer og derefter ved stuetempera-
tur i 10 timer. Bundfaldet frafiltreres, oplgsningsmidlet af-
destilleres og remanensen oplgses i 400 ml etylacetat. Oplgs-
ningen vaskes med 0,2N HCLl, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbo-
nat og vand i navnte razkkefglge, hvorefter der tgrres over
vandfrit natriumsulfat. Oplgsningsmidlet afdestilleres og
der tilsattes distyleter til remanensen hvorpa blandingen
opvarmes. Efter fjernelse af den ovenstaende veske behandles

remanensen med diatylater og det resulterende pulver opsamles

ved filtrering.

udbytte 12,6 g (91,5%), smp. 83-87°C (sgnderdeling).
[a]§3‘= ~121,0° (c = 0,5 i metanol), RE- = 0,31, REZ = 0,84.
Beregnet for C39H6009N6: c 61,88 H 7,99 N 11,10
Fundet: C 62,04 ¥ 8,21 N 10,70%.

t

I 500 ml metanol oplgses der 12,5 g Z-Pro-Ile-Leu-
l?ro-Gln—OBut og der udfgres katalytisk reduktion i en hydro-
gengasstrgm med anvendelse af palladium sort som katalysator.
Katalysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres og
remanensen oplgses i 100 ml DMF. Til denne oplgsning sattes
der 4,2 g Z-Thr-OH og 2,7-g HOBt og oplgsningen afkgles til
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0°c. Derefter tilsattes 3,7 g DCC og blandingen omrgres ved
0°Cc i 4 timer og ved stuetemperatur i 8 timer. Bundfaldet
frafilteres. Efter fjernelse af oplgsningsmidlet ved destil-
1ation ekstraheres remanensen med 400 ml @tylacetat og eks-
trakten vaskes med 0,2N HCl, 4%s vandigt natriumhydrogenkar-—
bonat og vand i navnte rakkefglge, efterfulgt af tgrring over
vandfrit natrlumsulfat. Oplgsningsmidlet afdestilleres, rema-
nensen behandles med diatylater og det resulterende pulver
opsamles ved filtrering.

Udbytte 11,8 g (86,8%), smp. 101-105°C, (123 = -124,3°
(c = 0,58 i metanol), Rfl = 0,20, sz = 0,68.
Beregnet for C42H67011N7: Cc 60,19 H 7,87 N 11,43
Fundet: c 59,54 H 7,91 N 11,19%.

- f) Z—Asp(OBut)—Th‘r-P‘ro--I'le-L’eu—Pro—Gln—OB’ut

11,8 g Z—Thr.Pro—Ile—Leu-Pro—Gln—OBut oplgses i 500 ml
metanol og der udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengas-—
strgm med palladium sort som katalysator. Katalysatoren fra-
filtreres, oplgsningsmidlet afdestilleres og remanensen Oplg-
ses 1 100 ml DMF. I denne oplgsning oplgses der 4,5 g Z-Asp-
(OBu )-OH og 2,3 g HOBt og oplgsningen afkgles til 0 %c. per-
pé tilssttes der 3,2 g DCC, blandingen omrgres ved 0°C i 4
timer og ved stuetemperatur i 10 timer, bundfaldet frafiltre-
res og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen behandles
med 150 ml atylacetat og det resulterende gelagtige bundfald
opsamles ved filtrering, krystalliseres fra atylacetat/diatyl-
&ter og opsamles ved filtrering med dlatylater.

Udbytte 12,15 g (85,9%), smp. 94-96 ¢ (sgnderdeling) ,
[algl =-109,l (¢ = 0,59 i metanol), Rfl = 0,13, sz = 0,47.
Beregnet for C51H80014N8,H20: C 58,49 H 7,89 N 10,70
Fundet: C 58,60 H 8,07 N 10,71%.

g) Z-Ser-Asp (OBu )—Thr—Pro—Ile-Leu-Pro-Gln-OBu
I 500 ml metanol opl¢ses der 12 g Z—Asp(OBu )=Thr-
Pro—Ile—Leu—Pro-Gln-OBu og der udfgres katalytisk reduktion

i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator. Ka-
talysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres, re-

manensen oplgses i 100 ml DMF sammen med 2,93 g Z-Ser-OH Og
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2,0 g HOBt. Oplgsningen afkgles til 0°¢ efterfulgt af tilsat-
ning af 2,8 g DCC, og blandingen omrgres ved 0°C i 4 timer
og derpd ved stuetemperatur i 12-timer. Bundfaldet frafiltre-
res og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses i
500 ml @tylacetat. Oplgsningen vaskes med 0,2N HC1l, 4%s
vandigt natriumhydrogenkarbonat og vand i navnte rakkefglge
efterfulgt af tgrring over vandfrit natriumsulfat, og opl@gs-—
ningsmidlet afdestilleres. Remanensen behandles med &tylace-
tat og diatyleter og det resulterende pulver opsamles ved
filtrering.

Udbytte 11,7 g (90,0%), smp. 111-115°C (sgnderdeling),
(012! = -112,3° (¢ = 0,63 1 metanol), rel = 0,06, REZ =
0,31.
Beregnet for C54H85016N9'H20: ¢ 57,17 H 7,73 N 11,11
Fundet: ¢ 57,34 H 7,77 N 11,14%.
h) Z-P‘ro—Ser—As‘p(OB’u’t)'--Th’r‘-P’ro—'Ile’—Leu‘-P‘ro—Gln—OBut
11,6 g Z—Ser--Asp(OBut)-Thr-Pro—Ile—Leu—Pro—Gln-OBut

oplgses i 500 ml metanol og der udfgres katalytisk reduktion
i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator.
Katalysatoren frafiltreres og oplgsningsmidlet afdestilleres.
Sammen med 4,3 g Z-Pro-OBN oplgses remanensen i 100 ml DMF
og oplgsningen omrgres ved stuetemperatur i 16 timer. Oplgs-
ningsmidlet afdestilleres, remanensen ekstraheres med 500 ml
®tylacetat og ekstrakten vaskes med 0,2N HCl, 4%s vandigt na-
triumhydrogenkarbonat og vand i navnte rakkefglge. Efter tgr-
ring over vandfrit natriumsulfat afdestilleres oplgsningsmid-
let. Remanensen behandles med diztylater og det resulterende
pulver opsamles ved filtrering.

Udbytte 11,1 g (88,1%), smp. 117-120%, fal2h = -119,2°
(¢ = 0,61 i metanol), sz = 0,45.
Beregnet for C59H92017N10,H20: c 57,54 H 7,69 N 11,38
Fundet: c 57,44 H 7,69 N 11,38%.

t

Der oplgses 10 g Z4Pro—Ser-Asp(OBut)-Thr-Pro—Ile-Leu—
Pro-Gln-OBut i 500 ml metanol og foretages katalytisk reduk-
tion i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator.
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Katalysatoren frafiltreres og oplgsningsmidlet afdestilleres.
Remanensen oplgses sammen med 4 g Z-Gly-ONB i 80 ml DMF og
blandingen omrgres ved stuetemperatur i 12 timer. Oplgsnings-
midlet afdestilleres, remanensen oplgses i 500 ml atylacetat
og oplgsningen vaskes med 0,2N HCl, 4%s vandigt natriumhydro-
genkarbonat og vand i navnte rakkefglge. Efter tgrring over
vandfrit natriumsulfat afdestilleres oplgsningsmidlet. Rema-
nensen oplgses i 180 ml metanol efterfulgt af tilsatning af
4,5 ml hydrazinhydrat, blandingen omrgres ved stuetemperatur
i 16 timer og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen op-
lgses i 500 ml atylacetat, oplgsningen vaskes med vand efter-
fulgt af tgrring over vandfrit natriumsulfat og oplgsningsmid-
let afdestilleres. Remanensen behandles med diztylater og
det resulterende pulver opsamles ved filtrering.
Udbytte 7,35 g (70,2%), smp. 131-135°C (s¢gnderdeling),
(0122 = -119,4° (¢ = 0,35 i metanol), REZ = 0,27.
Beregnet for C61H95018N11’H20: C 56,86 H 7,59 N 11,96
Fundet: C 56,65 H 7,68 N 12,023%.
j) Z-Leu‘-Pro—OB‘ut
I 800 ml metanol oplgses der 20,2 g Z—Pro-OBut og der
udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palla-

dium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og op-
lgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses i 300 ml
atylacetat efterfulgt af tilsatning af 26,3 g Z-Leu-0Su og
blandingen omrgres i 16 timer. Reaktionsblandingen vaskes med
0,2N HCl, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbonat-og vand i navn-
te rakkefglge hvorefter der sker tgrring over vandfrit natri-
umsulfat og oplgsningsmidlet afdestilleres til frembringelse
af et olieagtigt produkt.

Udbytte 27,6 g (100%), REY = 0,71, REZ = 0,78.
k) Z-Arg(NO.)-Leu-Pro-OBu’

13,8kg Z-—Leu-Pfo-OBut oplgses i 500 ml metanol og der

udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palla-
dium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og
oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses sammen med

11,7 g Z—Arg(NOé)—OH og 6,7 g HOBt i 200 ml DMF og oplgsningen
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afkgles til 0°C. Derpd tilsattes 7,5 DCC, blandingen omrgres
ved 0°C i 4 timer og derpd ved stuetemperatur i 12 timer,
bundfaldet frafiltreres og opl¢sﬂingsmidlet afdestilleres.
Remanensen ekstraheres med 600 ml atylacetat, ekstrakten va-
skes med 0,2N HCl, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbonat og
vand i navnte rakkefglge og tgrres over vandfrit natriumsul-
fat hvorpd oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen henstar
og de resulterende krystaller behandles med disztylater. Rema-
nensen opsamles ved filtrering og omkrystalliseres fra meta-
nol.

Udbytte 12,4 g (60,6%), smp. 170-172°C, [«]26 = -67,8°
(c = 0,48 i metanol), RE> = 0,77.
Beregnet for C29H450 N.: C 56,20 H 7,32 N 15,82

8 7°
Fundet: ¢ 55,79 H 7,16 N 15,85%.

1) Z-Ser-A’rg‘-L’eu—P‘ro‘-OB‘ut

I 500 ml metanol oplgses der 12,3 g Z-Arg(NO,)-Leu=
Pro—OBut efterfulgt af tilsatning af 6,6 ml 6N HCl, og der
udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palla-
dium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og oOp-
lgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses sammen med
2,8 ml trietylamin i 100 ml DMF og trietylamin-hydrokloridet
frafiltreres. Til filtratet sattes der 4,8 g Z-Ser-OH og 5,4 ¢
HONB og blandingen afkgles til 0°C. Derpd tilsattes der 4,95 g
DCC og blandingen omrgres ved 0°c i 4 timer og ved stuetempe-
ratur i 16 timer. Bundfaldet frafiltreres, oplgsningsmidlet
afdestilleres, remanensen ekstraheres med 500 ml atylacetat.
Ekstrakten vaskes godt med mettet vandigt natriumklorid efter-
fulgt af tgrring over vandfrit natriumsulfat, og opl@gsnings-
midlet afdestilleres til frembringelse af en sirupsagtig re-

manens. Rf3'= 0,53.

m) Z-Pro—Ser—ArgbLeuhPIOFOBut

I 500 ml metanol oplgses der 10,5 g Z-Ser—-Arg-Leu-Pro-
OBut og 3 ml 6N HCl og der udfgres katalytisk reduktion i en
hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator. Kataly-
satoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres, remanen-

sen oplgses i 100 ml DMF og oplgsningen neutraliseres med
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2,52 ml trietylamin. Triatylamin—hydrbkloridet frafiltreres
og derefter tilsattes 8,4 g 72-Pro-ONB hvorpd blandingen om-
rgres ved stuetemperatur i 16 timer. Oplgsningsmidlet afde-
stilleres,der sazttes 300 ml atylacetat og 300 ml mettet van-
digt natriumklorid til remanensen og blandingen rystes grun-
digt. Reaktionsblandingen henstdr, der udvindes et olieagtigt
bundfald fra det vandige lag og derpd tilsattes der dietyl-
ater. Det resulterende pulver oplgses i metanol, de uoplgse-
lige stoffer frafiltreres og oplgsningsmidlet afdestilleres.
Remanensen behandles yderligere med diaztylater og det resul-
terende pulver opsamles ved filtrering.

Udbytte 8,45 g (70,8%), smp. 115-120°C (s¢nderdeling),

(0122 = -84,7° (c = 0,53 1 metanol), RE3 = 0,41.
Beregnet for C37H5809N8,HC1,H20: Cc 54,63 H 7,56 N 13,78 Cl1 4,36
Fundet: Cc 54,50 H 7,70 N 14,11 cl 4,21%.

n) Z~SeriProiser—Arg-Leu—Pro—OBut

T 200 ml metanol oplgses der 3,8 ¢ Z-Pro-Ser-Arg-Leu-
Pro—OBut og der udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengas-
strgm med palladium sort som katalysator. Katalysatoren fra-
filtreres, oplgsningsmidlet afdestilleres og remanensen oplg-
ses i 30 ml DMF. Til denne oplgsning sazttes der en oplgsning
(10 ml) af Z-Ser-ONB (fremstillet ud fra 1,37 g Z-Ser-0H,
1,24 g HONB og 1,30 g DCC) i DMF, og blandingen omrgres ved
stuetemperatur i 16 timer. Bundfaldet frafiltreres og oplgs-
ningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses ved tilsatning
af 1 ml ®tylacetat og 1 ml acetonitril og derefter behandles
oplgsningen med ater og det resulterende pulver udvindes ved filtre-
ring. Dette pulver oplgses i 2 ml af _en 1l:1 blanding af op-
lgsningsmiddel Rf3 og =tylacetat, pafgres pa& en kolonne (5,6 x
9,0 cm) pakket med silikagel under anvendelse af samme oplgs-
ningsmiddel, og der fremkaldes med samme oplgsningsmiddel.
Fraktionerne fra 365 ml til 746 ml forenes, oplgsningsmidlet
afdestilleres, remanensen behandles med distylater og det re-

sulterende pulver opsamles ved filtrering.
udbytte 2,12 g (50,2%), smp. 130-135°C (sgnderdeling),

[a]%z - -83,5° (c = 0,38 i metanol), RES = 0,34.
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Beregnet for C4OH63011N9,HC1 H20. Cc 53,35 H 7,39 N 14,00 C1 3,94

Fundet: c 53,67 H 7,45 N 13,72 C1 3,52%.

o) Z-Ser—Leu-Pro-OB‘ut

13,8 g Z-Leu—Pro-OBut oplgses i 700 ml metanol og der
udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palla-
dium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og Op-
l¢sn1ngsm1dlet afdestilleres. Remanensen oplgses sammen med
7,9 g Z-Ser-OH og 8,9 g HONB i 200 ml acetonitril og oplgsnin-
gen afkgles til 0 Cc. Derpd tilsattes der 7, 5 g DCC og blan-
dingen omrgres ved 0°C i 4 timer og ved stuetemperatur i 16
timer. Bundfaldet frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres

og remanensen ekstraheres med 500 ml atylacetat. Ekstrakten
vaskes med 0,2N HCl, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbonat og
vand i navnte razkkefglge, efterfulgt af tgrring over vandfrit
natriumsulfat, hvorpa oplgsningsmidlet afdestilleres og giver
17 g af en olie. Denne olie oplgses i 15 ml kloroform/metanol
200:3 og pafgres en kolonne p& 5,4 x 20 cm, pakket med silika-
gel og med samme oplgsningsmiddel, og der fremkaldes med samme
oplgsningsmiddel. Fraktionerne fra 1300 til 2100 ml forenes

og oplgsningsmidlet afdestilleres s8 der fremkommer et olieag-
tigt produkt. ,

udbytte 12,2 g (73,1%), rel = 0,38, REZ = 0,69.

p) Z-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro- Ser-Arg—Leu-Pro—OBut

1,0 g Z-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro- OBu og 1,2 ml1 1N HC1
oplgses i 60 ml metanol og der udfgres katalytisk reduktion
i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator. Ka-
talysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres og
remanensen oplgses i 20 ml DMF. Derefter oplgses der 700 mg
Z—Ser-Leu—Pro-OBut i 7 ml trifluoreddikesyre og efter 50 minut-
ter afdestilleres oplgsningsmidlet. Remanensen vaskes med en
blanding af disztylater/petroleumsater 1:2, vaskevaskerne kas-
seres og den olieagtige remanens tgrres under nedsat tryk med
en vakuumpumpe til frembringelse af et pulver. Pulveret oplg-
ses straks 1 ovennavnte DMF-oplgsning sammen med 407 mg HONB.
Derpa tilsattes der ved 0°c 466 mg DCC og blandingen omrgres
ved 0°C i 6 timer og derpd ved stuetemperatur i 16 timer.
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Bundfaldet frafiltreres og opl¢sning§midlet afdestilleres.
Remanensen oplgses i 5 ml oplgsningsmiddel Rf3/aty1acetat
4:1 og anbringes pad en kolonne (3,6 x 9,0 cm) pakket med sili-
kagel og med anvendelse af samme oplgsningsmiddel, hvorpa der
elueres med samme oplgsningsmiddel. Fraktionerne fra 333 til
572 ml forenes, oplgsningsmidlet afdestilleres, remanensen
behandles med diatylater og det resulterende pulver opsamles
ved filtrering.

Udbytte 450 mg (33,8%), smp. 110-§2o°c (sgnderdeling),

24 _ _106,6° (c = 0,31 i metanol), RE> = 0,71

[a]D

q) Z-Pro-Pro—OBut

I 500 ml metanol oplgses der 10,1 g Z—Pro-OBut og der
udfgres katalytisk reduktion i hydrogengas med palladium sort
som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og oplgsningsmid-
let afdestilleres. Remanensen oplgses sammen med 8,47 g
%z-Pro-OH og 5,4 g HOBt i 300 ml atylacetat og oplgsningen af-
kgles til 0°C. Derpd tilsattes der 7,5 g DCC, blandingen om-
rgres ved 0°%Cc i 4 timer og derpd ved stuetemperatur i 12 ti-
mer og bundfaldet frafiltreres. Filtratet vaskes med 0,2N
HCl, 4%s vandigt natriumhydrogenkarbonat og vand i navnte
rzkkefglge efterfulgt af tgrring over vandfrit natriumsulfat,
hvorpd oplgsningsmidlet afdestilleres. Den krystallinske rema-
nens behandles med diatylatér og opsamles ved filtrering.

Udbytte 9,85 g (74,1%), smp. 94-96°C, [al2? = -116,9°
(c = 0,54 i metanol), RE' = 0,58, REZ = 0,72.
Beregnet for C,,H,,O:.N,: C 65,65 H 7,51 N 6,96

227307572
Fundet: C 65,42 4 7,38 N 7,20%.

r) Z-Pro-Pro-Pro-0Bu®

9 g Z---Pro—Pro--OBut oplgses i 300 ml metanol og der udfg-
res katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palladium
sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og oplgsnings=
midlet afdestilleres. Remanensen oplgses sammen med 5,6 g
Z-Pro-OH og 3,63 g HOBt i 250 ml atylacetat og oplgsningen af-
kgles ved 0°C. Derpi tilsattes 5,1 g DCC og blandingen omrgres
ved 0°C i 6 timer og ved stuetemperatur i 16 timer. Bundfal-

‘det frafiltreres. Filtratet vaskes med 0,2N HCl, 4%s vandigt
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natriumhydrogenkarbonat og vand i navnte rzkkefglge, hvoref-
ter der tgrres over vandfrit natriumsulfat og oplgsningsmid-
let afdestilleres. Den krystalliﬁske remanens behandles med
diaetylater og filtreres.

Udbytte 9,6 g (85,9%), smp. 135-157°C, [al2? = -176,0°
(c = 0,55 i metanol), RE- = 0,40, RE> = 0,69.
Beregnet for C27H3706N3,1/2H20: Cc 63,76 H 7,53 N 8,26
Fundet: Cc 63,77 H 7,53 N 8,62%.

s) Z-Ala-Pro-Pro-—P‘ro—’OBut

I 200 ml metanol oplgses der 5 g %-Pro-Pro-Pro-OBu®
og der udfgres katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm
med palladium sort som katalysator. Katalysatoren frafiltre-

res og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses
sammen med 2,23 g Z-Ala-OH og 1,62 g HOBt i 20 ml DMF og op-
lgsningen afkgles til 0°c. Til denne oplgsning sattes der
2,27 g DCC og blandingen omrgres ved 0°C i 4 timer og derpa
ved stuetemperatur i 12 timer. Bundfaldet frafiltreres og op-
lgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen oplgses i 3 ml 2%s
metanol-kloroform og anbringes p& en kolonne (3,7 x 10,5 cm)
pakket med silikagel og med hjelp af samme oplgsningsmiddel,
og der fremkaldes ogsd ved hjalp af dette. Fraktionerne fra
170 til 380 ml forenes og oplgsningsmidlet afdestilleres og

giver 4,05 g (71,08) olieagtigt produkt. RE' = 0,32, RE% = 0,67

t) Z—Ala--Pro‘—Pro—P'rO'—S’er-Leu-—Pro—Ser--Pro—S‘er-Arg—Leu-Pro—OBut
I 80 ml metanol oplgses der 400 mg Z-Ser-Leu-Pro-Ser-

Pro-Ser-Arg-—Leu-Pro—OBut sammen med 0,8 ml 1IN HC1 og der udfg-
res katalytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palladium
sort som katalysator. Katalysatoren frafiltreres og oplgsnings-
midlet afdestilleres. Remanensen oplgses i 10 ml DMF, oplgs-
ningen neutraliseres med 0,11 ml triatylamin og trietylamin-
hydrokloridet frafiltreres. 233 mg Z—Ala—Pro-Pro-Pro-OBut op-
lgses i 2 ml trifluoreddikesyre og efter 50 minutter afdestil-
leres oplgsningsmidlet. Til remanensen s&ttes der diastylater
og det resulterende pulver opsamles ved filtrering og £¢rres.
Pulveret oplgses sammen med 122 mg HONB i ovennavnte DMF-oOp-
lgsning og oplgsningen afkgles til 0°c. Til denne oplgsning
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sattes der 140 ml DCC, blandingen omrbres ved 0°C i 6 timer
og derpd ved stuetemperatur i 12 timer. Bundfaldet fjernes
ved filtrering og oplgsningsmidlet afdestilleres. Til remanen-
sen sattes der diatylzter og det resulterende pulver opsamles
ved filtrering og omkrystalliseres fra acetonitril/atylacetat.

Udbytte 430 mg (82,1%), smp. 152-155°C (sgnderdeling),
(0124 = =153,6%(c = 0,45 i metanol), re3 = 0,10, RE® = 0,54.
Beregnet for C72H112019N16'HCl'H20:

¢ 55,42 H 7,43 N 14,37 C1 2,27

Fundet: C 56,21 H 7,54 N 14,04 C1 2,30%.

u) 7-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-
Pro-Ser—Asp(OBu’t)'-Thr’-P’ro-Ile-L’eu'—Pro--Gln—OBut
I 30 ml metanol oplgses der 360 mg Z-Gly-Pro-Ser-

Asp(OBut)—Thr—Pro-Ile—Leu—Pro-Gln—OBut og der udfgres kata-
lytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palladium sort

som katalysator. Katalysatoren frafiltreres, oplgsningsmid-
let afdestilleres og remanensen oplgses i 10 ml DMF. I 3 ml
trifluoreddikesyre oplgses der 430 mg Z-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser=-
Leu-—Pro—Ser—Pro—Ser-—Arg-Leu-Pro-OBut og oplgsningen henstar
ved stuetemperatur i 45 minutter. Oplgsningsmidlet afdestil-
leres, remanensen behandles med diztylater og det resulteren-

de pulver opsamles ved filtrering og tgrres. Pulveret oplgses
sammen med 103 mg HONB i ovennavnte DMF~-oplgsning og den blan-
dede oplgsning afkgles til 0°C.Derefter tilsattes der 118 mg
DCC og blandingen omrgres ved 0°c i 6 timer og derpa ved stue-
temperatur i 40 timer. Bundfaldet frafiltreres og oplgsnings—
midlet afdestilleres. Remanensen behandles med distyleater
og detrresulterende pulver opsamles ved filtrering og genud-
feldes yderligere fra DMF og diatylater.

Udbytte 700 mg (95,5%), smp. 120-125°C (sgnderdeling),
(0123 = -127,7° (¢ = 0,12 1 metanol), RE> = 0,62, RE® = 0,44.
Beregnet for C121H191034N27,HC1,2H20:

c 53,12 H 7,80 N 14,94 C1 1,40

Fundet: Cc 53,39 H 7,62 N 15,10 C1 1,54%.
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v) H-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-
Gly-Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH (peptid I)

580 mg Z-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-Ser-Arg-
Leu—Pro—Gly-Pro-Ser—Asp(OBut)—Thr-Pro-I1e-Leu-Pro-Gln-OBut
og 0,45 ml 1N HCl1 oplgses i 50 ml metanol og der udfgres ka-
talytisk reduktion i en hydrogengasstrgm med palladium sort
som katalysator. Katalysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet
afdestilleres og der sattes 1 ml vand til remanensen, efter-
fulgt af gendestillation. Remanensen oplgses i 10 ml 90%s
vandig trifluoreddikesyre og henstdr ved stuetemperatur i
60 minutter. Efter at oplgsningsmidlet er afdestilleret op-
lgses remanensen ved tilsztning af 10 ml vand og underkastes
s¢jlekromatografi pa "Amberlite" IRA-410 (acetatformen; ko-
lonnestgrrelse 1 x 5 cm). Eluatet opsamles. Harpiksen vaskes
godt med 50 ml vand og vaskevaskerne forenes med eluatet og
frysetgrres til frembringelse af 390 mg hvidt pulver. Dette
pulver anbringes pd en kolonne (2 x 83 cm) af "Sephadex"
LH-20, pakket med 1N eddikesyre, og fremkaldes med samme op-
lgsningsmiddel. Fraktionerne fra 70 til 100 ml forenes, fryse-
tgrres og sgjlekromatograferes pd samme made som ovenfor og
med samme fremkaldelses-oplgsningsmiddel. De fraktioner som
indeholder den gnskede forbindelse forenes og frysetgrres til
et hvidt pulver. }

Udbytte 185 mg (35,2%), [a]§3 = -194,5O (c =0,13 i
0,1N eddikesyre), RE® = 0,06, RE? (cellulose) = 0,78.

Aminosyreanalyse (med beregnet tal i parentes): Arg
1,00 (1), asp 1,00 (1), Thr 1,00 (1), Ser 3,74 (4), Glu 1,03
(1), Pro 9,59 (9), Gly 0,98 (1), Ala 0,94 (1), Ile 0,95 (1),
Leu 2,97 (3). Gennemsnitlig udvindingsmangde: 79,3%.

Referenceeksempel 2

H-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-
Pro-Gln-OH (i det fglgende betegnet peptid II; det C-termina-
le fragmentpeptid af hCG-B (130-145)) -

Der oplgses 2,16 g Z—Gly-Pro-Ser—Asp(OBut)-Thr—Pro-Ile-
Leu—Pro-Gln-OBut i 100 ml metanol og udfgres katalytisk reduk-

tion i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katalysator.
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Katalysatoren frafiltreres, oplgsningsmidlet afdestilleres

og remanensen oplgses i 25 ml DMF. Til denne oplgsning sat-
tes der Z-Ser-Pro-Ser-Arg-Leu-Pro-OH, vundet ved behandling
af 1,5 g Z--Ser-Pro-Ser-Arg—Leu--Pro—OBut med trifluoreddike-

‘syre, samt 1,22 g HONB, hvorefter der afkgples til 0°c. Der-

efter tilsattes der 701 mg DCC og blandingen omrgres ved 0°c

i 6 timer og ved stuetemperatur i 40 timer. Bundfaldet fjer-
nes ved filtféring og oplgsningsmidlet afdestilleres. Rema-
nensen udfzldes med atylacetat og diatyleter og filtreres.
Bundfaldet oplgses i 5 ml oplgsningsmiddel Rf3 og anbringes
p& en silikagelkolonne (5,7 x 9 cm) pakket med navnte oplgs-
ningsmiddel og fremkaldes ogsa med samme oplgsningmiddel.
Fraktionerne fra 534 til 914 ml forenes, destilleres til fjer-
nelse af oplgsningsmidlet, faldes med diaztylater og filtreres.

Udbytte 1,1 g (33,9%), RES = 0,20.

Derefter oplgses en portion pd 70 mg af ovennavnte be-
skyttede peptid i 10 ml metanol og der udfgres katalytisk re-
duktion i en hydrogengasstrgm med palladium sort som katélysa—
tor. Katalysatoren frafiltreres og oplgsningsmidlet afdestil-
leres. Remanensen oplgses i 1 ml 90%s trifluoreddikesyre og
efter 60 minutter afdestilleres oplgsningsmidlet. Remanensen
oplgses ved tilsatning af 3 ml vand og underkastes s¢jlekroma=
tografi p& "Amberlite" IRA-410 (acetatformen; kolonnestgr-
relse 1 x 1 cm), efterfulgt af frysetgrring. Derefter oplgses
lyofilisatet i 0,5 ml 1N eddikesyre og anbringes pa en kolon-
ne af "Sephadex" QDIHPZO pakket med 1IN eddikesyre og fremkaldes
med samme op1¢sningsmiddel. De fraktioner som-indeholder den
gnskede forbindelse forenes og frysetgrres til et hvidt pulver.

Udbytte 22 mg (36,1%), [a]§3 = -159,3O (¢ =0,15 1
0,1N eddikesyre), RE> = 0,15.

Aminosyreanalyse (beregnet): Arg 1,01 (1), Asp 1,01
(1), Thr 0,98 (1), Ser 2,57 (3), Glu 0,96 (1), Pro 4,85 (5),
Gly 1,00 (1), Ile 0,96 (1), Leu 2,04 (2), gennemsnitlig udvin-
dingsgrad: 81,1%. '
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Referenceeksempel 3

H-Gly-Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH (i det fglgende
betegnet peptid III; det C~terminale fragmentpeptid af hCG-B
(136-145)) ~ ~ oo

150 mg Z—Gly-Pro4Ser—Asp(OBut)-Thr—Pro-Ile-Leu-Pro—
Gln—OBut oplgses i 2,5 ml 90%s trifluoreddikesyre og oplgsnin-
gen henstdr ved stuetemperatur i 60 minutter. Derefter afde-

stilleres oplgsningsmidlet, remanensen oplgses i 30 ml 50%s
eddikesyre og dzr udfgres katalytisk reduktion i en hydrogen-
gasstrgm med palladium sort som katalysator. Katalysatoren
frafiltreres og oplgsningsmidlet afdestilleres. Remanensen op-
lgses i 10 ml vand, underkastes spjlekromatografi pé
"Amberlite" IRA-410 (acetatformen; kolonnestgrrelse 1 x 3 cm),
og harpiksen vaskes godt med vand. Eluatet og vaskevaskerne
forenes og frysetgrres. Lyofilisatet anbringes pad en kolonne
(2 x 83 cm) af "Sephadex" ~ LH-20 pakket med 1N eddikesyre,
og der fremkaldes med navnte oplgsningsmiddel. Fraktionerne
fra 90 til 105 ml forenes og frysetgrres til et hvidt pulver.
Udbytte 70 mg (57,9%), [a]ég = -150,5° (¢ = 0,2 i
0,1N eddikesyre), RE® = 0,29, RE? (cellulose) = 0,55.
Aminosyreanalyse: Asp 1,02 (1), Thr 0,98 (1), Ser 0,92
(1), Glu 1,04 (1), Pro 3,17 (3), Gly 0,99 (1), Ile 0,99 (1),
Leu 1,00 (1). Gennemsnitlig udvindingsgrad: 82,6%.

Referenceeksempel 4

Anti-hCG-antistof

I 1 ml fysiologisk saltoplgsning oplgses der 1 mg hCG
(ca. 10000 IE/mg), renset fra menneskeurin p& den konventionel-
le midde, og der tilsattes 1 ml af Freund's fuldstendige adju-
vans (Tachibana et al, Men-eki-no-Seikagaku (Immunitets-bio-
kemi), side 26, Kyoritsu Shuppan Inc., Japan (1967)) og der
6mr¢rtes_godt for at tilberede en emulsion. Denne emulsion in-

jiceredes i begge siders l&armuskler og subkutant pa flere
steder af ryggen af en kanin. Denne fremgangsmdde gentoges
ialt 5 gange med mellemrum pa 3 uger, og efter den sidste
immunisering blev der udtaget en blodprgve til pilot-bestemmel-

se. P& denne madde opndedes et anti-hCG-antistof med kraftig
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affinitet til det C-terminale fragmentpeptid af hCG-B/enzym-
konjugatet.

Referenceeksempel 5

hCG-B-D-Galaktosidase-konjugat

I 1 ml 0,05M fosfatpuffer (pH 7,0) oplgstes der 1 mg
hCG (ca. 10000 IE/mg) og under omrgring tilsattes der 50 ul
THF indeholdende 78 ug m-MBHS. Blandingen fik lov til at rea-
gere ved 30°C i 30 minutter hvorefter den straks fgrtes gen-
nem en kolonne (0,9 x 55 cm) af "Sephadex" G-25 for at fjer-
ne overskydende reagensmangder. Derefter udfgrtes der eluering
med 0,05M citratpuffer (pH 5,5) for at isolere det maleimidere-
de hCG. Denne maleimiderede hCG-oplgsning (2 ml) sattes drabe-
vis til 0,5 ml af en tynd oplgsning (1 mg/ml) af B-D-galakto=-
sidase i 0,05M fosfat-NaCl-puffer (pH 7,5) og reaktionen gen-
nemfgrtes ved stuetemperatur i 2 timer. Derefter fgrtes reak-

tionsblandingen gennem en kolonne pda 1 x 15 cm af concanava-
lins A-"Sepharose" 4B for at adsorbere hCG-B-D-galaktosida-
se-konjugatet. Der udfgrtes derp& eluering med 0,05M fosfat-
NaCl-puffer indeholdende 0,2M o-metylmannosid (pH 7,5) og de
fraktioner der udviste bade enzymatisk aktivitet og hCG-immun-
aktivitet forenedes. Dette aktive eluat rensedes yderligere
ved sgjlekromatografi pa "Sepharose"@§6B med O}OZM fosfat-
NaCl-puffer (pH 7,0). Den enzymholdige fraktion fraskiltes og
gav et hCG-enzym-konjugat.

Referenceeksempel 6

(1) Anti~-hCG-B-C-terminalt fragmentpeptid (123-145) antistof
I 4 ml 0,2M fosfatpuffer (pH 7,3) oplgstes der 25 mg
af det i referenceeksempel 1 fremstillede fragmentpeptid
(hCG-B-C-terminalt fragmentpeptid (123-145)) og 50 mg okse-
thyroglobulin (forkortes herefter til BTG), efterfulgt af
tilsatning af 4 ml 5%s vandig oplgsning af GLA. Blandingen
omrgrtes ved stuetemperatur i 3 timer, dialyseredes mod vand
(2 1 x 4) ved 4%¢ og frysetgrredes til frembringelse af et
immunogen. 1,5 mg af dette hCG-B-C~-terminale fragmentpeptid
(123-145) -BTG-konjugat oplgstes i 0,75 ml fysiologisk saltop-
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1g¢sning og oplgsningen blandedes godt med 0,75 ml af Freund's
fuldstazndige adjuvans til tilberedning af en emulsion. Denne
emulsion injiceredes i begge siders larmuskler og subkutant
p& flere steder pé& kaniners ryg. Denne procedure gentoges
ialt 4 gange med mellemrum pd 4 uger, og blodet opsamledes

1 uge efter den sidste immunisering og centrifugeredes til
fraskillelse af antiserum. P4 denne mdde vandtes anti-hCG-B-
C-terminalt fragmentpeptid (123-145)-serum-F3C.

Dette antiserum F5C faldedes med ammoniumsulfat pd
rutinemessig made og gav en y-globulinfraktion som derefter
fgrtes gennem en kolonne af 2 mg hCG-konjugeret "Sepharose"
4B (0,9 cm i diameter, 4 cm lang).

Kolonnen vaskedes med 0,02M boratpuffer (pH 8,0) inde-
holdende 0,15M NaCl, og der udfgrtes eluering med 0,17M gly-
cin-HCl-puffer (pH 2,3), hvorved der vandtes et anti-hCG-p-
C-terminalt fragmentpeptid (123-145) F5CS med hgj affinitet
til hCG.

(2) Fremstilling af en antistofbundet fast fase

Til 300 polystyrenkugler (diameter 6,4 mm, fra Precision
Plastics Ball Co., Chicago, USA) sattes der 50 ml 0,01M fos-
fatpuffer (pH 7,7) og blandingen opvarmedes til 56°C. Derefter
tilsattes der 2 mg F5CS, fremstillet som under afsnit 1), og
blandingen inkuberedes ved 56°C i 2 timer. Den vaskedes derpa
med 0,05 M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 0,1% BSA, og
opbevaredes i kulde til brug fandt sted.

(3) Fremstilling af et anti-hCG-antistof-pB-Gal-konjugat
I overensstemmelse med den procedure der er beskrevet

ovenfor under 1), blev en kanin immuniseret med 1 mg hCG (ca.
10000 IE/mg), renset fra menneskeurin pd& den konventionelle
m3de til fremstilling af et anti-hCG-serum. Dette anti-hCG-
serum fzldedes fraktioneret med ammoniumsulfat og underkaste-
des affinitetskromatografi pa en kolonne (diameter 0,9 cm,
lengde 4 cm) af "Sepharose" 4B, konjugeret med 5 mg hCG-f-
C-terminalt fragmentpeptid (123-145). Effluenten udvandtes
for at vinde antistof T7CS. 4 mg T7CS oplgstes i 2 ml 0,05M
fosfatpuffer (pH 7,0) og derefter tilsattes der 200 ul THF
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indeholdende 400 pg m-MBHS. Reaktionen udfgrtes ved 30°%¢C i

30 minutter. Reaktionsblandingen fgrstes over "Sephadex"

G-25 (kolonnediameter 0,9 cm, langde 55 cm) zkvilibreret med
0,02M fosfatpuffer for at skille overskydende reagens fra det
maleimiderede antistof. Denne maleimiderede antistofoplgsning
(0,5 ml) sattes gradvist til 0,3 ml af en tynd oplgsning

(1 mg/ml) af B-D-galaktosidase i 0,02M fosfat-NaCl-puffer

(pH 7,5) og reaktionen gennemfgrtes .ved 59C natten over under
lejlighedsvis rystning. Efter reaktionen rensedes blandingen
ved sg¢jlekromatografi pa “Sepharose"GDGB med 0,02M fosfat-

NaCl-puffer (pH 7,0) og de fraktioner der indeholdt enzym-

og antistofaktiviteter opsamledes. P& denne méde vandtes der
et konjugat af anti-hCG-antistof og f-Gal.

Referenceeksempel 7

Fremstilling af peptid I-B-galaktosidase-konjugat

2,3 mg peptid I, fremstillet som i referenceeksempel 1,
oplgstes i en blanding af 0,5 ml 0,05M fosfatpuffer (pH 7,0)
og 0,5 ml DMSO, efterfulgt af tilsztning af 50 pl THF inde-
holdende 780 ug m-MHBS. Blandingen reagerede ved 30 % i 30
minutter. Reaktlonsblandlﬁgfn fgrtes gennem en kolonne pa
0,9 x 55 cm af "Sephadex" G-15, &kvilibreret med 0,02M fos-
fatpuffer for at fraskille overskydende reagenser fra det

maleimiderede peptid. Denne maleimiderede peptidoplgsning,

0,5 ml, sattes gradvis til 0,5 ml tynd B-D-galaktosidaseop-
lgsning (1 mg/ml) i 0,02M fosfat-NaCl-puffer (pH 7,5), og blan-
dingen reagerede ved 5°C natten over under lejlighedsvis ryst-
ning.

Efter at reaktionen var fuldfgrt rensedes blandingen
ved kromatografi p& en "Sepharose" 6B kolonne ved hjzlp af
0,024 fosfat-NaCl-puffer (pH 7,0) for at fraskille den enzym-
holdige fraktion, hvorved man vandt det gnskede peptid-enzym-
konjugat.

De fysiske egenskaber af det sdledes vundne peptid-en~

zym-konjugat er som fglger.
1) Konjugatet sgnderdeler sadanne syntetiske substrater
anvendt i EIA som O-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid og 4-me-
tylumbelliferyl-p-D-galaktopyranosid til frigivelse af hen-
holdsvis O-nitrofenol og 4-metylumbelliferon.
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2) Nar der anvendes det syntetiske substrat 4-metylumbel-
liferyl-B-D—galaktopyranosid, er konjugatets Michaelis-kon=-
stand lig med den for den intakte B-D-galaktosidase.

3) Den optimale pH-verdi for enzymatisk aktivitet er 6,5
til 7,3.
4) Mere end 90% af dette enzymatisk aktive konjugat er

reaktivt over for anti-hCG-antistof, og dets immunologiske
aktivitet savel som dets enzymatiske aktivitet er stabile i

over 4 maneder under kg¢leskabsbetingelser.

5) Konjugatets molekylvagt er ca. 550000 og dets forhold
mellem molert peptid I og enzym er ca. 7.

6) Det er letoplgseligt i vandigt medium mellem pH 5 og
pH 9.

7) 'Fig. 2 viser det ultraviolette absorptionsspektrum for

peptid I-B-galaktosidase-konjugat; absorptionsmaximum ca.

280 nm.

8) Nedenst&ende tabel 2 viser konjugatets aminosyresammen-—
satning.
9) Andre egenskaber af dette konjugat er identisk med den

for B-D-galaktosidase (Boyer "The Enzymes", Vol. 7 (1972),
side 617, Academic Press, New York-London).

" Tabel 2
Aminosyre Antal mol af hver aminosyre i peptid I-B-D-
- galaktosidase-konjugat pr. 100 mol glycin
Lys 31
His 51
Arg 94
Asp 153
Thr 77
Ser ' 80
Glu 159
Pro . 929
Gly 100
Ala 109
val 88
Met 19
Ile 60
Leu ‘ 139
Tyr 34

Phe 55
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Referenceeksempel 8

Fremgangsmaden i referenceeksempel 7 gentoges med den forskel
at der brugtes 1,7 mg peptid II, fremstillet i referenceek-
sempel 2, i stedet for 2,3 mg peptid I, hvorved der vandtes
en peptid II-B-D-galaktosidase.

Med undtagelse af nedenstdende karakter 5), er de fy-
siske egenskaber 1), 2), 3), 4), 6), 7), 8) og 9) af dette
konjugat identiske med den for det i eksempel 2 vundne konju-
gat.

5) Dette konjugats molekylvegt er ca. 550000 og dets
forhold peptid II/enzym er ca. 9.

Referenceeksempel 9

Fremstilling af peptid III-B-D-galaktosidase-konjugat

Et konjugat af peptid III og B-D-galaktosidase vand-
tes ved gentagelse af fremgangsmaden i referenceeksempel 7 med den
forskel at der brugtes 1,0 mg peptid III ifglge referenceek-
sempel 3 i stedet for 2,3 mg peptid I.

Med undtagelse af nedenstdende karakter 5), er dette
konjugats fysiske egenskaber identiske med egenskaberne 1),
2), 3), 4), 6), 7), 8) og 9) af konjugatet ifplge eksempel 2.

5)'Konjugatets molekylvagt er ca. 550000 og dets mol-

forhold peptid III/enzym er ca. 1ll.

Referenceeksempel 10

Fremstilling af peptid I-alkalisk fosfatase-konjugat

I 1 ml af en tynd oplgsning af alkalisk fosfatase
(0,5 mg/ml) i 0,1M fosfatpuffer (pH 6,8) oplgstes der 1,2 mg
peptid I, fremstillet ifgplge referenceeksempel 1, efterfulgt
af tilsatning af 0,1 ml 23%s oplgsning af GLA. Blandingen fik
lov til at reagere ved stuetemperatur i 60 minutter hvorefter
den dialyseredes mod 0,02M fosfat-NaCl-puffer (pH 6,8) ved
ca. 5°C natten over. Derefter fraskiltes den enzymholdige

fraktion ved kromatografisk rensning p& en "Sephadex" G-100
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kolonne under anvendelse af fosfat-NaCl-pufferoplgsning

(pH 6,8), hvorved man vandt det gnskede peptid-enzym-konjugat.
De fysiske egenskaber af dette konjugat er som fglger:

1) Konjugatet nedbryder fenylfosforsyre og p-nitrofenyl-

fosforsyre, der begge er syntetiske substrater anvendt i EIA,

til frigivelse af.henhoidsvis fenol og p-nitrofenol.

2) Det optimale pH-omrade for den enzymatiske aktivitet
er pH 9,3-10,2.
3) Mere end ca. 90% af dette enzymatisk aktive konjugat

er reaktivt over for anti-hCG-antistof, og dets immunologiske
aktivitet savel som dets enzymatiske aktivitet er stabile i

mere end 3 méneder under kg¢leskabsbetingelser.

4) ‘Det har molekylvagt ca. 130000 og dets molforhold pep-
tid I/enzym er ca. 13.

5) Det er letoplgseligt i vandigt medium mellem pH 6 Og

pH 1l.

6) Fig. 3 viser ultraviolet absorptionsspektrum for peptid

I/alkalisk fosfatase fosfatase-konjugat; absorptionsmaximum
ca. 280 nm.

7) Aminosyresammensatningen er vist i tabel 3.

8) Andre egenskaber af dette konjugat er identiske med
dem for alkalisk fosfatase (Boyer "The Enzymes", bind 4
(1971), side 417, Academic Press, New York-London) .

" Tabel 3
Aminosyre Antal mol af hver aminosyre i peptid I-alkalisk
fosfatase-konjugat pr. 100 mol glycin
Lys 49
His 23
Arg ' 63
Asp 109
Thr 70
Ser 81
Glu 123
Pro 83
Gly 100
Ala 125
Val 82

Met -



10

15

20

25

30

35

DK 159276 B

42

- Tabel 3 (fortsat)

Aminosyre Antal mol.af hver aminosyre i peptid I-alkalisk
' - fosfatase-konjugat pr. 100 mol glycin =

Ile 51

Leu , 92

Tyr 32

Phe 33

Referenceeksempel 11

Fremstilling af peptid II-alkalisk fosfatase-konjugat

Et konjugat af peptid II og alkalisk fosfatase frem-
stilledes ved gentagelse af fremgangsmidden i eksempel 5 med
den forskel at der brugtes 0,83 mg peptid II, fremstillet som
i referenceeksempel 2, i stedet for 1,2 mg peptid I.

Bortset fra nedenst8ende karakter 4), er dette konjugats

fysiske egenskaber identisk med egenskaberne 1), 2), 3), 5),
6), 7) og 8) af konjugatet i eksempel 5.

4) Molekylvagten af dette konjugat er ca. 120000 og dets
molforhold peptid II/enzym er ca. 1ll.

Referenceeksempel 12

Fremstilling af peptid III-alkalisk fosfatase-konjugat

Et konjugat af peptid III og alkalisk fosfatase frem-
stilledes ved gentagelse af fremgangsmaden i eksempel 5 med
den forskel at der brugtes 0,49 mg peptid III, fremstillet som

i referenceeksempel 3 i stedet for 1,2 mg peptid I.
Med undtagelse af nedenstdende karakter 4), var dette

konjugats fysiske egenskaber identiske med egenskaberne 1),
2), 3), 5), 6), 7) og 8) af konjugatet ifglge eksempel 5.

4) Konjugatets molekylvagt er ca. 120000 og dets molfor-
hold peptid III/enzym er ca. 17.
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Eksempel 1

Isolering af specifikt anti-hCG-antistof

5 g peptid I, vundet i referenceeksempel 1, oplgstes
i8mlo0,1M NaHCO3 indeholdende 0,5M NaCl. Til denne oplgs-
ning sattes der 1 g BrCN-aktiveret "Sepharose" 4B, i forvej-
en vasket med 1/1000 N-HCL. Blandingen omrgrtes ved 5°C nat-
ten over. Derefter vaskedes "Sepharosen" godt med 0,1M
NaHCO3—opl¢sning indeholdende 0,5M NaCl som anvendt ovenfor,
efterfulgt af tilsatning af 10 ml 0,5M atanolamin reguleret
til pH 8 med saltsyre. Reaktionen udfgrtes ved stuetemperatur
i 1 time hvorefter "Sepharosen" vaskedes med (1) 0,1M acetat-
puffer indeholdende 1M NaCl (pH 4,0), (2) 0,1M boratpuffer
indeholdende 1M NaCl (pH 8,0) og (3) 0,02M boratpuffer inde-
holdende 0,15M NaCl (pH 8,0) i nevnte rzkkefglge. "Sepharosen"
pakkedes derefter i en kolonne.

8 ml af det i referenceeksempel 4 vundne anti-hCG-serum
underkastedes fraktioneret fzldning med 1,5 g vandfrit na-
triumsulfat, og den resulterende y-globulinfraktion overfgrtes

pa ovennavnte kolonne af peptid I-"Sepharose" 4B; kolonnestgr-
relse 0,9 x 4 cm.

Kolonnen vaskedes med 0,02M boratpuffer indeholdende
0,15M NaCl (pH 8,0) for at fjerne de anti-hCG-antistoffer der
udviste krydsreaktivitet med hLH, hFSH og hTSH. Derefter ud-
fgrtes der eluering med 0,17M glycin-HCl-puffer (pH 2,3)
for at udvinde det specifikke anti-hCG-antistof med sterk
affinitet til det C-terminale fraktionpeptid af hCG-p (pro-
teinindhold 1,8 mg).

De fysiske egenskaber af det sdledes vundne specifik-
ke antistof er som fglger:

1 Efter en sluttelig fortynding til 80 ng/ml er dette
antistof i stand til at binde ca. 95% af hCG-merkningsenzym-
konjugatet med ca. 2 UE enzymatisk aktivitet og ca. 35% af
peptid II-merkningsenzymkonjugatet med samme aktivitet.

2) Det optimale pH-omrdde for antigen-bindingsaktiviteten
af dette antistof er 6-9.
3) Ved opbevaring under kgleskabsbetingelser forbliver

dette antistof stabilt i mere end 1 ar.
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4) Dette antistof har en molekylvagt pa ca. 150000 og inde~
holder 3% sukker.
5) Det er letoplgseligt i vandigt medium mellem pH 2 og
pH 12.
6) Dets elektroforetiske opfgrsel hgrer til den som udvises
af B-globulinfraktionen og udviser vandring hen imod katoden.
7) Fig. 1 viser det ultraviolette absorptionsspektrum for
dette specifikke antistof (absorptionsmaximum ca. 280 nm).
8) Aminosyreanalyse af dette antistof er vist i tabel 1.
9) Andre egenskaber hos dette antistof er identiske med

dem der udvises af immunoglobulin G (Kikuchi et al, Ika Men-

eki Gaku (Medicinsk immunologi), side 61, Nankodo Inc., Japan,
1976) .

" Tabel 1
Aminosyre Antal mol af hver aminosyre i antistoffet
' pr. 100 mol glycin =~~~

Lys 94
His 40
Arg 41
Asp : 114
Thr 103
Ser 126
Glu 142
Pro 103
Gly : 100
Ala 77
val 134
Met 3
Ile 33
Leu 109
Tyr 40
Phe 59
Eksempel 2

EIA af hCG

Ved en forelgbig bestemmelse holdtes en blanding af
100 pl af en fortynding af hvert antiserum, 100 pl af et pep-



10

15

20

25

30

35

DK 159276 B

45

tid-B-D-galaktosidase-konjugat og 300 ﬁl af en bestemmelses-
puffer (0,02M fosfatpuffer, pH 7,3, indeholdende 0,5% humant
serumalbumin, 0,5% aty1endiamintetraacetat—dinatrium, 2H20,
0,1% NaN3 og 0,1M NaCl) pa 5°C i 48 timer, hvorved den enzy-
matisk aktive del af peptid-p-D-galaktosidase-konjugatet
(der havde en forudbestémt passende enzymatisk aktivitet
(pd ca. 20 ﬁE/ml)) blev bundet til antiserumet. Til dette sy-
stem sattes der 100 ﬁl af en suspension pd 2,5% anti-kanin-
IgG-antistof-cellulose-komplex, og reaktionen gennemfgrtes
yderligere ved 20°C i 4 timer. Denne blanding centrifugeredes
og sedimentet vaskedes og suspenderedes i 500 ul af en sub-
stratoplgsning (en 20 ﬁg/ml oplgsning af 4-metylumbelliferyl-
B-D-galaktopyranosid i 0,02M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholden-
de 0,1% okse-serumalbumin, 0,1% NaN3, 0,1M NaCl og 1 mM MgClz).
Blandingen fik lov til at reagere ved stuetemperatur natten
over. Efter denne reaktion miltes fluorescens-intensiteten
af 4-metylumbelliferon frigivet ved sgnderdeling af substratet
ved en excitations-bglgelangde pd 365 nm og en fluorescens-bgl-
gelangde pa 450 nm.

Bestemmelsen af hCG i en prgvevaske udfgrtes pd fglgen-
de mdde. Til en blanding af 50 ﬁl af prgvevasken og 250 ul
af bestemmelsespufferen sattes 100 ul af antiserumet med den
ovenfor navnte, forudbestemte fortyndingsgrad og 100 ﬂl af
peptid-B-D—galaktosidasé-konjugatet. Derefter udfgrtes samme
procedure som ovenfor beskrevet.

Resultaterne fremgdr af fig. 4 og 5.
Fig. 4 er et diagram der viser standardkurver for hCG(o)

og hLH(x) i den foretagne EIA med anvendelse af anti-hCG-anti-
stof fremstillet i referenceeksempel 4 (brudt linje ---) og
det specifikke anti-hCG-antistof fremstillet i eksempel 1
(fuldt optrukket linjé'-‘ ~). I begge systemer udfgrtes be-
stemmelsen under anvendelse af hCG-merkningsenzym-konjugatet.
Resultaterne viser at mens det bestemmelsessystem, der bruger

det specifikke anti-hCG-antistof, er sammenligneligt med det
system som bruger anti-hCG-antistoffet med hensyn til fglsom-
heden af hCG-opdagelse, s& er krydsreaktiviteten af hLH min-
dre end 1/1000 i sammenligning med hCG.

Fig. 5 viser standardkurver for hLH i den foretagne
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EIA under anvendelse af anti-hCG-antistof fremstillet i refe-
renceeksempel 4, hvor -o- reprasenterer resultatet for peptid
II-B-D-galaktosidase~konjugat og -x- repra@senterer resultatet
for hCG-B-D-galaktosidase-konjugatet. Det er tydeligt at

‘krydsreaktiviteten af hIH i peptid II-B-D-galaktosidase-kon-

jugatsystemet er meget lav i sammenligning med hCG-enzym-kon=-
jugatsystemet. '

I fig. 4 og 5 sdvel som fig. 6-12 angiver B den enzyma-
tiske aktivitet bundet til en fast fase i nervarelse af det
¢gnskede peptidhormon, mens Bo angiver den enzymatiske aktivi-
tet bundet til en fast fase under fravaer af det ¢gnskede pep-

tidhormon.

Eksempel 3

EIA af hCG

Som i eksempel 2 henstod prgver indeholdende forskel-
lige fortyndingsgrader af antiserum (bestemmelsespuffer 300 ul,
peptid-alkalisk fosfatase-konjugat 100 ul og antiserum 100 ul)
ved 5°C i 48 timer, hvorved den enzymatisk aktive del af hvert
peptid-alkalisk fosfatase-konjugat (der havde en forudbestemt
passende aktivitet (ca. 4 mE/ml)) blev bundet til antiserumet.
Derefter blev der tilsat 50 ul antikanin-IgG-serum (en 10 gan-
ges fortynding af et kommercielt antiserum) og 50 ﬁl fosfat-
NaCl-puffer (pH 7,5) indeholdende 2% normalt kaninserum, og
blandingen henstod ved 5°C natten over. Derefter centrifugere-
des den og sedimentet vaskedes og gensuspenderedes 1 500 ul
af en substratoplgsning (2 mg/ml p-nitrofenylfosforsyre i
0,05M natriumkarbonatpuffer indeholdende 1 mM MgCl2 (pH 9,8)).
Reaktionen udfgrtes ved 37°C natten over. Efter denne reak-
tion m&ltes absorptionen ved 405 nm af p-nitrofenol som fri-

~givet ved enzymatisk nedbrydning.

hCG i en prgvevaske bestemtes pd fglgende made. Til en
blanding af 50 ﬁl af prgvevasken og 250 pl af bestemmelses-
pufferen sattes der 100 ul af antiserumet med den som oven-
for angivet bestemte fortyndingsfaktor og 100 ul af peptid-
alkalifosfatasen, og bestemmelsen udfgrtes som beskrevet oven-

for. Resultaterne er vist i fig. 6.
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Fig. 7 er et lignende diagram som fig. 5 og viser
standardkurver for hLH i den foretagne EIA under anvendel-
se af anti-hCG-antistof fremstillet i referenceeksempel 4,
hvor -o- angiver resultatet for peptid I-alkalifosfatase-kon-
jugatet og -x- reprasenterer resultatet for hCG-alkalifosfa-
tase~konjugatet. Det er'tydeligt at krydsreaktionen af hLH
er forsvindende i det system hvor der anvendes peptid I-alka-
lifosfatase~konjugatet.

Fig. 6 viser standardkurver for hCG (gengivet ved kur-
ven market -o-) og hLH (kurven med -x-) i den EIA hvor der
anvendes det specifikke anti-hCG-antistof fremstillet i eksem-
pel 1 og peptid II-merknings-~alkalifosfatase-konjugatet i kom-
bination. I dette bestemmelsessystem er krydsreaktiviteten af
hIH praktisk talt forsvindende. Det vil ogsa tydeligt ses at
fplsomheden af hCG-opdagelsen er sammenlignelig med den der
kan opnds med det sadvanlige bestemmelsessystem, Og reprasen-

teret af ---o--- i fig. 4.

Eksempel 4

- — - o o —— -

Specifik enzym-immumbestemmelse for PG

1) Fremstilling af anti-PG-serum

I 4 ml 0,2M fosfatpuffer (pH 7,3) blev der oplgst 10 mg
PG og 20 mg okseserumalbumin (BSA), efterfulgt at tilsatning
af en 5%s vandig oplgsning af glutaraldehyd. Blandingen omrgr-
tes ved stuetemperatur i 3 timer hvorefter den dialyseredes
mod vand (2 x 4 1 vand) ved 4°c og frysetgrredes til frembrin-
gelse af et immunogen. Dette PG-BSA-konjugat, 2 mg, oplgstes i
1 ml fysiologisk kogsaltoplgsning og blandedes godt med 1 ml
Freund's fuldstandige adjuvans til frembringelse af en emulsion.
Denne emulsion injiceredes i begge lirene og subkutantpd flere
steder af ryggen af kaninen. Ovennavnte fremgangsmade gentoges
ialt 5 gange med mellemrum pa 2 uger, og 1l uge efter sidste
injicering blev der taget en blodprgve til pilotbestemmelse.

PA denne mide vandtes der et anti-PG-serum som var reaktivt

over for PG og tarm-GLI.
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2) Fremstilling af et specifikt anti-PG-antistof

I stedet for 5 mg hCG-B-C-terminalt peptid som beskre-
vet i eksempel 1, behandledes 5 mg PG-C-terminalt peptid
(15-29) (H-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-
Met-Asn-Thr-OH; se europaisk offentliggjort patentansggning,
skrift nr. 9147, referenceeksempel 1) pd den madde der er be-
skrevet i eksempel 1 til frembringelse af et PG-C-terminalt
peptid (15-29)-"Sepharose" 4B-komplex.

Derefter udsaltes 3 ml af det under 1) navnte anti-PG-

serum med vandfrit natriumsulfat og den resulterende y-globu-
linfraktion fgrtes gennem en kolonne (0,9 x 4 cm) af navnte
C-terminale peptid (15-29)-"Sepharose" 4B-komplex.

Kolonnen vaskedes med 0,02M boratpuffer (pH 8,0) inde-
holdende 0,15M NaCl for at eliminere det antistof som var
krydsreaktivt over for tarm-GLI. Derefter udfgrtes eluering
med 0,17M glycin-saltsyrepuffer (pH 2,3) for at give et spe-
cifikt anti-PG-antistof (proteinindhold 0,35 mg) med stark
affinitet til det C-terminale peptid af PG.

De fysiske egenskaber af dette antistof er som fglger.
Med undtagelse af karaktererne nr. 1) og 8) er de fysiske
egenskaber af ovennavnte antistof analoge med egenskaberne
nr. 2), 3), 4), 5), 6), 7) og 9) af antistoffet ifglge eksem-
pel 1. ,
1) Ved en sluttelig fortynding pad 180 ng/ml er dette
antistof i stand til at binde 53% af PG-P-D-galaktosidase-
konjugatet (europaisk offentliggjort patentansggning nr.

9147, referenceeksempel 9) og 18% af det PG-C-terminale pep-
tid (21-29)-p-D-galaktosidase-konjugat (samme skrift nr. 9147,
cksempel 3), hvis enzymatiske aktivitet er ca. 1 uE.

8) Aminosyresammensatningen af dette antistof er angi-
vet i tabel 4. '

3) Bestemmelsesmetode
Ved en forelgbig prgve for hver antistofholdig legems-

vaske holdtes en blanding af 100 pl antiserum med varieren-
de fortynding, 100 ﬂl peptid—B-ngalaktosidase—konjugat,

50 ﬁl "Antagosan" (Hoechst, 10000 enheder/ml) og 250 ul
bestemmelsespuffer (0,02M fosfatpuffer pH 7,3, indeholdende
0,5% humant serumalbumin (i det fglgende kaldt HSA), 0,5%
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atylendiamintetraacetat—dinatrium,2H20, 0,12 NaN3 og 0,1M
NaCl) pa 5°c i 96 timer, hvorved den enzymatiske aktivitet
er hvert peptid-B-D-galaktosidase—konjugat (der havde en
forudbestemt passende enzymatisk aktivitet p& ca. 10 pE/ml)
blev bundet til antiserumet. Derefter tilsattes der 100 ul
af en 5%s antl—kanln—IgG-antlstof—cel1ulose-konjugat suspen-
sion og reaktionen gennemfgrtes yderligere ved 30°C i 4 timer.
Blandingen centrlfugeredes og sedimentet vaskedes og suspen-
deredes i 500 ul af en substratoplgsning (en 20 ug/ml oplgs-
ning af 4-metylumbelliferyl-B—D—galaktopyranos1d i 0,0lM
fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 0, 1% Bsa, 0,1% NaN,, 0,1M
NaCl og 1 mM MgCl ), og suspensionen inkuberedes ved stuetem-
peratur natten over. Efter afslutning af reaktionen maltes
intensiteten af fluorescensen af den 4-metylumbelliferon som
var frigivet ved enzymatisk spaltning, idet mdlingen fandt
sted ved en excitations-bglgelzngde pad 365 nm og en fluores-
cens-bglgelengde pa 450 nm.

Til kvantitativ bestemmelse af pancreatisk glucagon
i en prgvevaske sattes 100 ul af antiserumet med en fortyn-
dingsfaktor bestemt som ovenfor angivet og 100 ul af peptid-
p-D-galaktosidase-konjugatet til en blanding af 50 ul af prg-
vevasken, 50 ul "Antagosan" og 200 pl bestemmelsespuffer, og
bestemmelse udfgrtes pd den ovenfor beskrevne made.

Resultaterne er vist i fig. 8.

Fig. 8 viser standardkurver for PG (-o-) og tarm—-GLI
(-x-) i EIA under anvendelse af anti-PG-serum fremstillet
som beskrevet ovenfor under 1), og PG-marknings-p-D-galakto-
sidase~konjugat ("Igaku-no-Ayumi" (Fremskridt i Medicinsk
Videnskab), bind 103 (1977), side 25; punkteret linje) og
det specifikke anti-PG-antistof fremstillet i eksempel 10
(2) samt PG-C-terminalt peptid (21-29) -merknings-p-D-galak-
tosidase-konjugat (Journal of Biochemistry, bind 86 (1979),
side 943; fuldt optrukket linje). Disse resultater viser at
fplsomheden af PG-opdagelse med det system i hvilket der ud-
nyttes specifikt anti-PG-antistof er hgjere end den der sker
med systemet som anvender anti-PG-serumet; samt mens anti-PG-
serumet udviser en kraftig krydsreaktivitet med tarm-GLI,
s8 udviser det specifikke'anti—PG-antistof praktisk talt ingen
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krydsreaktivitet med tarm-GLI.

Tabel 4
Aminosyre Antal mol af hver aminosyre i antistoffet
pr. 100 mol glycin
Lys 98
His 40
Arg 42
Asp 112
Thr 101
Ser 132
Glu 140
Pro 107-
Gly 100
Ala : 77
Val 135
Met 3
Ile 33
Leu 111
Tyr 41
Phe 57

Eksempel 5

B-D-Galaktosidase (fra Boehringer-Manheim, Forbunds-
republikken Tyskland) oplgstes i fglgende puffere a) og b)
(vandige oplgsninger). Koncentrationen af B-Gal i hver oplgs-
ning var 500 ng/ml.

a) 0,05M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 5% v/r sukker
eller sukkeralkohol (sukkerarterne og sukkeralkoholarterne

er angivet i tabel 5), 0,2% okseserumalbumin og 0,001M MgCl,.
b) Puffer som ovenfor, med -den forskel at der hverken var
inkorporeret sukker eller sukkeralkohol.

Hvert af de ovennzvnte P-Gal-indeholdende vandige pra-
parater blev frosset ved -40°c og derefter lyofiliseret ved
10°% Qg’é 10 mm Hg til frembringelse af et frysetgrret mate-
riale. Hvert praparat henstod ved stuetemperatur i 2 uger
hvorefter det blev rekonstitueret og dets B-Gal-aktivitet mal-
tes. Det omsattes med 4-metylumbelliferyl-p-D-galaktopyrano-
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sid ved 25°C i 10 minutter. Resultater fremgdr af tabel 5.

" Tabel 5 .

Sukker eller sukkeralkohol 'Enzymatisk'aktivitetx

(a) Arabinose : 87
Xylose | 79
Xylitol 79
Ribose 76
Glukose 86
Sorbitol 88
Fruktose 84
Mannose 84
Mannitol 93
Inositol 95
Rhamnose 86
Sakkarose 96
Maltose 83
Cellobiose 82
Trehalose 88
Gentiobiose 85
Raffinose 91
Maltotriose 82

(by Ej tilsat 8

x Relative verdier med oprindelig aktivitet ansat til 100.

Det ses af ovenstiende resultater at de prazparater
der er rekonstitueret fra lyofilisaterne af B-Gal-holdige van-
dige praparater a) alle udviser enzymatiske aktiviteter der
ikke er under 76% af den oprindelige aktivitet. P& den anden
side har det praparat der er rekonstitueret fra det p-Gal-
holdige vandige praparat b) en enzymatisk aktivitet der kun
er pad 8% af den oprindelige aktivitet.

Eksempel 6

Det pancreatiske glukagon-c-terminale fragmentpeptid
(21-29) -p-Gal-konjugat (offentliggjort europaisk patentans@g-
ning nr. 9147) oplgses i vandige oplgsninger af fglgende puf-
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fere a) og b). Koncentrationen af B-Gal i begge oplgsningerne
var 100 nm/ml.

a) 0,05M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 5%v/r sakka-
rose, 0,2% okseserumalbumin og 0,001M MgClz.

_ b) Samme puffer som ovenfor med den forskel at der ikke

var sukker til stede.

Begge de ovennavnte vandige praparater indeholdende
B-Gal blev frosset ved -40° og derefter frysetgrret ved 10°¢
og = 10 mm Hg. Det frysetgrrede praparat skylledes godt med
nitrogengas og indelukkedes hermetisk i nitrogenatmosfare.
Dette lyofilisat opbevaredes ved 10°c.

Efter 20 uger lukkedes lyofilisatet op. Den enzymatiske
aktivitet af et praparat rekonstitueret fra lyofilisat a) var
i det vasentlige det samme som den oprindelige aktivitet. En
fortynding (100 pl) af denne vaske (der havde en forudbestemt
passende enzymatisk aktivitet pd ca. 10 pE/ml) blandedes med
100 ul af en varierende fortynding af antiserum (N6E: offent-
liggjort europazisk patentansggning nr. 9147), 50 pl "Antago-
san" (100000 enheder/ml) og 250 pl bestemmelsespuffer (0,02M
fosfatpuffer (pH 7,3) indeholdende 0,5% humant serumalbumin
og 0,5% atylendiamintetraacetat—dinatrium,2H20, 0,123 NaN3 og
0,1M NaCl). Blandingen holdtes pd& en temperatur pé 5°C pa
24 x 4 timer hvorved den enzymatiske aktivitet i den vandige
rekonstituerede B-D-galaktosidase-holdige praparat blev bundet
til antiserumet. Derefter tilsattes der 100 pyl af en 5%s sus-
pension af antikanin-IgG-antistof-cellulose-konjugat og reak-
tionen gennemfgrtes yderligere ved 30°C i 4 timer. Denne reak-
tionsblanding centrifugeredes, sedimentet vaskedes og suspen-
deredes i 500 ul af en substratoplgsning (20 pg/ml 4-metylum-
belliferyl-p-D-galaktopyranosid i 0,01M fosfatpuffer (pH 7,0)
indeholdende 0,1% okseserumalbﬁmin, 0,1% NaN3, 0,1M NaCl og
1 mM MgClé). Reaktionen gennemfgrtes ved stuetemperatur natten
over. Efter denne reaktion mdltes den fluorescens-intensitet
af 4-metylumbelliferon, der var frigivet ved enzymatisk hydro-
lyse, idet mdlingen skete ved en excitations-bglgelangde pa
365 nm og en fluorescens-bglgelangde pd 450 nm.

Bestemmelsen af pancreatisk glukagon i prgvevasken ud-
fortes pad fplgende made. Den ovennzvnte forudbestemte fortyn-
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ding af antiserum (100 ul) og 100 pyl af det PB-D-galaktosidase-
holdige vandige praparat sattes til en blanding af 50 ul af
prgvevesken, 50 ul "Antagosan" og 200 ul af bestemmelsespuf-
feren, hvorpd der fulgtes samme procedure som beskrevet oven-—
for for at bestemme titeren af PG.

Fig. 9 viser resﬁltaterne af EIA ved den konkurrerende
bindingsmetode der er beskrevet ovenfor. I fig. 9 betegner
-o- de resultater der opndedes med det praparat som var dannet
ved rekonstitution fra lyofilisat a); —-e- viser resultaterne
med det B-Gal-holdige praparat, der ikke havde varet underka-
stet frysetgrring. Det ses af fig. 9 at det praparat som vin-
des ved rekonstitution af lyofilisat a) giver resultater som
er identiske med dem som opnds med det ikke-lyofiliserede B-
Gal-prazparat. Det praparat der vindes ved rekonstitution af
lyofilisat b) viser en enzymatisk aktivitet pd ikke over 0,1%
af den oprindelige aktivitet og kan ikke bruges til EIA.

Eksempel 7

Konjugatet af det hCG-B-C-terminale fragmentpeptid
(130-145) (peptid II) og PB-Gal, fremstillet i referenceek-
sempel 8, behandledes pa den i eksempel 6 beskrevne made til
fremstilling af lyofilisater a) og b).

Efter 16 uger blev pakningerne med disse to lyofilisa-
ter lukket op. Den enzymatiske aktivitet af det praparat som
vandtes ved rekonstituering af lyofilisat a) var i det vasent-
lige den samme som dets oprindelige aktivitet. En forudbestemt
fortynding (100 pl)af denne vaske, der havde en forudbestemt
passende enzymatisk aktivitet pa ca. 20 ﬁE/ml, blev blandet
med 100 pl af en varierende fortynding af antiserum (det spe-
cifikke anti-hCG-antistof) og 300 yl bestemmelsespuffer (0,02M
fosfatpuffer pH 7,3 indeholdende 0,5% humant serumalbumin, 0,5%
atylendiamintetraacetat-dinatrium,2H20, 0,1% NaN3 og 0,1M
NaCl), og blandingen henstod ved 59c i 48 timer hvorved den
enzymatiske aktivitet af B-D-galaktosidase blev bundet til an-
tiserumet. Derefter tilsattes der 100 gl af en 2,5%s suspen-
sion af antikanin-IgG-antistof-cellulosekonjugat og reaktion-

nen gennemfgrtes yderligere ved 20°C i 4 timer. Denne blanding
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centrifugeredes og sedimentet og suspenderes i 500 yl af en

substratoplgsning (20 ng/ml 4-metylumbelliferyl-p-D-galakto-
pyranosid oplgst i 0,02M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende

0,1% okseserumalbumin, 0,1% NaN3, 0,1M NaCl og 1 mM MgClz).

Reaktionen gennemfgrtes ved stuetemperatur natten over. Der-
efter miltes fluorescensintensiteten for frigivet 4-metylum-
belliferon ved enzymatisk hydrolyse, idet mdlingen skete ved
excitations-bglgelangden 365 nm og fluorescens-bglgelangden

450 nm.

Titeren af hCG i en prgvevaske bestemtes pd fglgende
méde. Ovennavnte forudbestemte antiserumfortynding (100 ul)
og det B-D-galaktosidaseholdige vandige praparat (100 ul)
sattes til en blanding af 50 pl prgvevaske og 250 pl bestem-
melsespuffer, og der udfgrtes den samme bestemmelsesprocedure
som beskrevet foran.

Fig. 10 viser resultaterne af EIA gennemfgrt ved denne
konkurrerende bindingsmetode. I fig. 10 viser -o- de resulta-
ter der opndedes med prazparatet rekonstitueret fra lyofilisat
a) og -e- viser resultaterne med det ikke-lyofiliserede B-Gal-
holdige vandige praparat. Det ses at praparatet fra lyofilisat -
a) giver resultater der er sammenlignelige med dem der kan op-
n&s med det ikke-lyofiliserede P-Gal-holdige vandige praparat.
Det praparat der er rekonstitueret fra lyofilisatet b) viser
en enzymatisk aktivitet der svarer til kun en smule over 10%
af den oprindelige aktivitet, og kan ikke bruges til EIA.

Eksempel 8

Det i referenceeksempel 5 fremstillede hCG-B-Gal-konju-
gat behandledes pad den mi&de der er beskrevet i eksempel 6
til frembringelse af lyofilisater a) og b).

Efter 20 ugers forlgb blev begge lyofilisater rekonsti-
tueret. Den enzymatiske aktivitet af praparatet fra lyofilisat
a) var ikke meget anderledes end den oprindelige vaerdi.

Fig. 11 viser resultaterne af hCG malt ved EIA i det
konkurrerende bindingssystem. I fig. 11 viser kurven med -o-
resultater med praparatet fra lyofilisat a), mens kurven med
-e- viser resultater med det B-Gal-holdige vandige praparat.
Det ses siledes af fig. 1l at det przparat der er rekonstitue-
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ret fra lyofilisat a) giver bestemmelsesresultater der er iden~
tiske med dem der kan opnads med det ikke-lyofiliserede B-Gal-
holdige praparat. Praparatet fra lyofilisat b) har en enzyma-
tisk aktivitet p& ikke over 10% af den oprindelige aktivitet

og kan ikke bruges til EIA.

Eksempel 9

Konjugatet af P-adrenergt lagemiddel (trans-5-hydroxy-
metyl—G-hydroxy—Z-isopropylamino-l,2,3,4-tetrahydronaftalen-
1-0l) og B-Gal (Immunopharmacology, bind 1, side 3, 1979)
behandledes p& den md&de der er beskrevet i eksempel 6 til
frembringelse af lyofilisatet a) og b).

Efter 12 uger blev begge lyofilisaterne rekonstitueret.
Den enzymatiske aktivitet af praparatet fra lyofilisat a) var
praktisk talt identisk med den oprindelige aktivitet.

Fig. 12 viser resultater af EIA af det PB-adrenerge la-
gemiddel ved den konkurrerende bindingsmetode som er beskre-
vet i eksempel 13. I fig. 12 reprasenterer kurven -o- de re-
sultater der blev opndet med praparatet fra lyofilisat a) og
-0~ gengiver de resultater der opndedes med det ikke-lyofili-
serede P-Gal-holdige vandige prazparat. Praparatet fra lyofili-
sat a) gav resultater der var identiske med dem der kan opnas
med det ikke-lyofiliserede P-Gal-holdige vandige praparat.
Praparatet ud fra lyofilisatet b) havde en enzymatisk aktivi-
tet der var s& lav som ikke over 10% af den oprindelige akti-

vitet, og det kan ikke bruges til EIA.

Eksempel 10

Det anti-hCG-antistof-B-Gal-konjugat, der fremstilledes
ifplge referenceeksempel 6, behandledes p& den made der er
beskrevet i eksempel 6 og gav lyofilisater a) og b).

Efter 23 uger blev disse lyofilisater rekonstitueret.
Den enzymatiske aktivitet af praparatet dannet ud fra lyofi-
lisat a) var praktisk talt ikke anderledes end den oprindelige

verdi.
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Eksempel 11

Et konjugat af anti-humant IgG-antistof (Miles
Laboratories, USA) og B-Gal (Journal of Immunology 116, 1554,
1976) blev behandlet p& den mdde der er beskrevet i eksempel
6 til frembringelse af lyofilisater a) og b).

Efter 12 uger blev disse lyofilisater rekonstitueret.
Den enzymatiske aktivitet af det praparat der dannedes ud fra
lyofilisat a) var i alt vesentligt uzndret i forhold til den

oprindelige vardi.

Eksempel 12

Det i henhold til referenceeksempel 6 fremstillede kon-
jugat af anti-hCG-antistof og B-Gal blev behandlet pa den i
eksempel 12 beskrevne mide,dog med den forskel at 5% v/r sak-
karose i puffer a) udskiftedes med 3% v/r laktose eller galak-
tose til frembringelse af lyofilisatet a) og b).

Efter 23 uger blev lyofilisaterne rekonstitueret. Den
enzymatiske aktivitet af det praparat der var rekonstitueret
ud fra det laktoseholdige eller galaktoseholdige lyofilisat
(a) udviste overhovedet ingen @ndring.

Eksempel 13

Koncentrationen af hCG i urin eller serum fra en normal
person og fra en gravid kvinde blev milt pd fglgende mdde un-
der anvendelse af det nedenfor beskrevne hCG-enzym~-immunbe-
stemmelsessat. Resultaterne er vist i tabel 6. hCG-Enzym-immun-

bestemmelsessattet bestar af:
1) Den del af det specifikke anti-humane chorio-gonadotro-

pin-antistof, vundet i henhold'til eksempel 1, der binder ca.
40% af den enzymatiske aktivitet af peptid (I)~B-D-galaktosi-
dase-konjugat, sat til reaktionssystemet.

2) Den del af peptid (II)-B-D-galaktosidase-konjugatet som
har en enzymatisk aktivitet pa ca. 0,4 uE.

3) Fra 0 til 100 IE standard humant chorio-gonadotropin.
4) 0,02M fosfatpuffer indeholdende 0,15M NaCl, 0,5% hu-

mant serumalbumin, 0,5% EDTA og 0,1% NaN3, der bruges til for-
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tynding af ovennavnte reagenser 1) til 3) og prgvevaske.

5) En 2,5% v/r suspension af anti-kanin-IgG-cellulosekom-
plex.

6) 10 pg 4-metylumbelliferyl-f-D-galaktosid.

7) 0,02M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 0,1M NaCl,

1 mM MgClz, 0,1% okseserumalbumin og 0,1% NaN3, der bruges
til vask af cellulosen (5) og til oplgsning af substratet (6).
8) 0,1M karbonatpuffer, pH 10,5.

Fremgangsmade:
Til 100 ul reagens 1) sattes der 250 ul reagens 4) og
50 yl af enten standard humant chorio-gonadotropin eller den

til bestemmelse varende prgve, efterfulgt af tilsatning af

100 ul reagens 2). Blandingen henstod til reaktion ved 4°C i
40 timer. Derefter tilsattes der 100 ul reagenssuspension 5),
og efter omhyggelig omrgring fortsattes reaktionen ved 20%¢ i
4 timer. Derpd vaskedes cellulosen med reagens 7) og sa til-
sattes der 500 pl reagens 6) for at igangsatte den enzymatiske
reaktion. Denne reaktion gennemfgrtes ved 20°C i 16 timer,

og ved afslutningen af dette tidsrum bragtes reaktionen til
afslutning med 3 ml reagens 8). Intensiteten af fluorescensen
i reaktionssystemet méltes for at bedgmme koncentrationen af

humant chorio-gonadotropin i prgvevasken. Resultaterne frem~

gar af tabel 6.

" Tabel 6
Prgve Titer af hCG
(mIE/ml)
Normal menneskeurin 1 26
' 2 <3
Urin fra gravid kvinde 1 2.800
2 >100.000
Normalt menneskeserum 1 16
2 <3
3
4 <3
5 11
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“Tabel 6 (fortsat)

Prgve Titer af hCG
(mIE/ml)

Serum fra gravid kvinde 1 28.000
18.800
49.200

w

210
350
250
80
40
92
400
325

Serum fra kvinder der
har fdet pergonale meno-
tropiner og hCG

195
130
115
270
280

Serum fra gravid kvinde
i tidligt stadium

[S; TR SRS TR O T Z N o« BN B« YR & B S S B O R

Eksempel 14

Koncentrationen af hCG i urin eller serum fra en nor-
mal persoﬁ og fra en gravid kvinde maltes pé& fglgende made
ved hj=lp af det nedenfor beskrevne hCG-enzym=-immunbestemmel-
sessazt. Resultaterne er vist i tabel 7.

hCG-enzym-immunbestemmelsessattet bestar af:

1) Den ifglge eksempel 1 vundne portion af det specifikke
anti-humane chorio-gonadotropin-antistof, som binder ca. 40%
af den enzymatiske aktivitet af peptid (I)-B-D-galaktosidase-
konjugatet sat til reaktionssystemet.

2) Den portion af det i henhold til eksempel 13 vundne
lyofilisat af peptid (I1)-B-D-galaktosidase-konjugat, der

har en enzymatisk aktivitet pa ca. 0,4 ﬁE.

3) Fra 0 til 100 IE standard humant chorio-gonadotropin.
4) 0,02M fosfatpuffer indeholdende 0,15M NaCl, 0,5% hu-
mant serumalbumin, 0,5% EDTA og 0,1% NaN3, der bruges til for-
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tynding af ovennavnte reagenser 1) til 3) samt prg¢vevasken.

5) En 2,5% v/r suspension af anti-kanin-IgG-cellulosekom-
plex. ‘

6) 10 ug 4-metylumbelliferyl-B-D-galaktosid.

7) 0,02M fosfatpuffer (pH 7,0) indeholdende 0,1M NaCl,

1 mM MgClz, 01% okseserumalbumin og 0,1% NaN3, der bruges til
vask af cellulosen (5) og til oplgsning af substratet (6).

8) 0,1M karbonatpuffer, pH 10,5.

EIA-fremgangsmdden gennemfgrtes i overensstemmelse

med den fremgangsmidde der er beskrevet i eksempel 13, og re-

sultaterne er vist i tabel 7.

" Tabel 7

Prgve

Titer af hCG (mIE/ml)

Normal menneskeurin

[\

26
<3

Urin fra gravid kvinde

NN o=

2.800
>100.000

Normalt menneskeserum

Ul & W N

16
<3

4
<3
11

Serum fra gravid kvinde

28.000
18.800
49.200

Serum fra gravid kvinde
pd tidligt stadium

Ul W w N

61
54
285
185
76

Serum fra kvinde der hax
fiet en mol ekstraheret

b o> W N

54
80
41
100
265
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Patentkrayvw

R —————————

1. Fremgangsmdde til isolering af specifikke antistof-
fer, k endetegnet ved at man bringer et pa en

barer uopleseliggjort peptid, der har en struktur som er
enestdende for et peptid-antigen, i kontakt med en legems-
veske som indeholder det specifikke antistof der er reak-
tivt over for nsvnte antigen, hvorpd man eluerer det sdle-
des absorberede antistof.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k endetegne t
ved at det specifikke antistof er et anti-humant chorio-gona-
dotropin-antistof og fremstilles ved at et peptid med form-

len
H—Rl—Pro—Ser-Asp-Thr—Pro—Ile-Leu-Pro—Gln-OH, I

hvor Rl er et peptidfragment bestdende af 1-14 aminosyrere-

ster inklusive Gly i l4-stillingen i peptidet Alal-Proz-Pro3-

Pro4—Ser5—Leu6-Pro7-Ser8—Pr09—SerlO—Argl1-Leu12—Prol3-Glyl4,
uopleseliggjort pd en barer, bringes i kontakt med en le-
gemsvaske indeholdende et anti-humant chorio-gonadotropin-
antistof, hvorefter det sdledes absorberede anti-humane
chorio-gonadotropin-antistof elueres.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 3, k endetegnet
ved at peptidet er H~Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-Leu-Pro-Ser-Pro-
Ser-Arg-Leu-Pro-Gly-Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH.
4. Fremgangsmidde ifglge krav l, k ende tegnet
ved at det specifikke antistof er pancreatisk glukagon-anti-
stof og fremstilles ved at man bringer et pa en barer uoplg-

seliggjort peptid med formlen
H-R2-Phe-Val-Gln—Trp-Leu—R3-Asn—Thr-OH II

hvor R2 er et peptidfragment med 1-10 aminosyrerester inklusi-
ve Asp i 10-stillingen af B-Alal-Tyrz-LeuB-Asp4-SerS-ArgG-

Arg7-A1a8-Gln9—AsplO, og R3 er Met eller Nle, i kontakt med

en legemsvaske indeholdende et anti-pancreatisk glukagon-an-
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tistof og derefter eluerer det sdledes absorberede anti-
pancreatiske glukagon-antistof.

5. Fremgangsmdde ifglge krav 4, kendetegnet
ved at peptidet er H-Asp-Ser—Arg-Arg-Ala—Gln—Asp—Phe—Val—
Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-OH.

6. Fremgangsmdde til enzym-immunbestemmelse under an-
vendelse af et antistof som reagens, k endetegnet
ved at man som antistof bruger et antistof, der er isole-
ret i henhold til krav 1 ved at et p& en bzrer uopleselig-
gjort peptid, der har en struktur som er enestdende for

et peptid-antigen, er bragt i kontakt med en legemsvaske
indeholdende et antistof som er reaktivt over for navnte
antigen og det saledes absorberede antistof derpa er elue-
ret.

7. Fremgangsmdde ifglge krav 6, k end e tegnet
ved at antistoffet er pancreatisk glukagon-antistof og ;
igoleret ved at et pd en barer uoplgseliggjort peptid med

formlen
H-R2-Phe—Val—Gln-Trp—Leu-R3—Asn-Thr—OH, i1

hvor R2 er et peptidfragment med 1-10 aminosyrerester inklu-
sive Asp i 1l0-stillingen i B-Alal—Tyrz—Leu3—Asp4—SerS-ArgG—
Arg7-Ala8-Gln9-Asplo— og R3 er Met eller Nle, og bragt i kon-
takt med en legemsvaske indeholdende et anti-pancreatisk glu-
kagon-antistof, hvorpd det sdledes absorberede anti-
pancreatiske glukagon-antistof er elueret.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, k ende tegnet
ved at peptidet er H-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp-Leu-Met-Asn-Thr-OH.

9. Fremgangsmdde ifelge krav 6 til enzym-immunbestem-
melse af humant chorio-gonadotropin under anvendelse af
antistoffet som reagens i en tilstand hvor det er konjuge-
ret med et merkningsenzym, k ende t egnet vedat
peptidet er det i krav 2 angivne peptid med den almene for-

mel
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H-R-Pro-Ser-Asp-Thr-Pro-Ile-Leu-Pro-Gln-OH I

hvor R1 er et peptidfragment indeholdende 1-14 aminosyre-
rester inklusive Gly i 14-stillingen i peptidet Ala1-Pr02-
Pro3;Pro4—Ser5-LeuG-Pro7-Ser8—Pro9—Ser1O—Arg11—Leu12—Pro13—

Gly14.
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